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^ vivo avec les aminoglycanes. Eventuellement ladite sequence est issue d'une proteine d* engine rramaine. 
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SEQUENCES D'ACIDES AMINES FACILITANT LA 
PENETRATION D'UNE SUBSTANCE D' INTfiRfiT A L' INT&REIUR DES 
CELLULES ET/OU DES NOYAUX CELLULAIRES. 

La pr6sente invention a pour objet une sequence 
d'acides amines pr6sentant la capacity de faciliter la 
p6n6tration d'une substance d'int6r§t k l'int6rieur des 
cellules et/ou des noyaux cellulaires. 

Disposer d'outils permettant de transferer 
efficacement des substances d'int6r§t du milieu exterieur 
vers l f int6rieur des cellules, et plus particuli6rement des 
noyaux cellulaires, est un atout considerable dans le 
domaine des biotechnologies, et tout particuli£rement pour 
produire des prot§ines, ou des peptides, pour r£guler 
l 1 expression de genes, ou pour analyser et cribler les 
voies de signalisation intracellulaires, ou encore pour 
analyser des propri6t§s d'une substance donn6e sur ladite 
cellule. 

Une autre application importante de tels outils 
touche au domaine de la therapie g6nique puisque, jusqu'd. 
present, les divers proc§d6s de th6rapie g£nique se 
heurtent au meme besoin, non satisfait de manifere optimale, 
qui est de pouvoir disposer de vecteurs capables de 
transferer dans le cytoplasme et/ou le noyau des cellules 
de l'organisme de l'hote k traiter des principes 
biologiquement actifs, sans pour autant alt£rer ni le 
g6nome de I'hSte, ni les propri6t6s biologiques desdits 
principes actifs transf6r6s. 

Plusieurs techniques ont jusqu'& present 6t6 
d6velopp6es pour transferer de l f ADN dans les cellules, 
mais aucune n'est reellement satisfaisante . L'une d'entre 
elles, derivant de la technique de Mandel et Higa, bas6e 
sur 1 1 acquisition par E. coli de la susceptibilite a la 
transformation par traitement au CaCl2 consiste k 
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coprfecipiter l'ADN avec le phosphate de calcium ou le DEA- 
dextran, et & introduire le pr§cipit6 obtenu directement 
dans la cellule ou le noyau. Cette m6thode, outre le fait 
qu r elle soit toxique, n'est pas selective. 
5 One autre m6thode . d' introduction directe de 

l'ADN, l'61ectroporation, consiste & soumettre les cellules 
k un bref choc 61ectrique de quelques milliers de volts, ce 
qui permet & l'ADN de passer la membrane cytoplasmique et 
de s 1 introduire dans la cellule. Cette m^thode est tr6s 

10 toxique pour les cellules, entrainant une forte mortalit6 

et une grande variability selon les cellules utilis§es. 

D'autres m6thodes utilisent un criblage de 
l'entr6e du gdne dans les cellules par des recepteurs 
presents sur leur membrane. L'ADN peut alors p6netrer dans 

15 la cellule par 1 ' intermediaire soit d'un ligand sp6cifique 

de ces recepteurs, soit d'anticorps sp6cifiques de 
constituants membranaires . Le complexe ADN-ligand pfendtre 
ainsi dans la cellule par un processus d'endocytose. Ce 
procede se trouve limits du fait qu'il y a une destruction 

20 importante du complexe utilise dans les v6sicules 

lysosomales. Plusieurs proc6d§s ont 6t§ d6velopp6s pour 
pallier ces inconv6nients, mais aucun ne donne enti^re 
satisfaction. 

Le brevet DS n° 5 635 383 d6crit quant & lui un 

25 autre type de vecteur complexe, a base de polylysine, pour 

le transfert d'acides nucl§iques dans les cellules. 

Le brevet US n° 5 521 291 d6crit une autre 
mfethode bas6e sur 1' utilisation d'un conjugu6 form6 d'un 
virus li6 & une substance ayant une forte affinit6 pour 

30 l'ADN par 1 ' intermediaire d'un anticorps. De tels conjugu6s 

sont d'une utilisation lourde, et certains risques sont 
li6s k 1' utilisation deis virus. 

Pour tenter de pallier ces inconvenients, il a 
6t6 d6crit, dans la demande de brevet n° WO 97/02840, un 
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proc6de mis en oeuvre in vitro qui consiste & utiliser des 
anticorps anti-ADN murins ou leurs fragments F(ab')2 et 
Fab 1 capables de p6n6trer k l'int6rieur des cellules 
vivantes, comme immunovecteurs pour le trans fert 
5 intracytoplasmique et/ou intranucieaire de substances 

biologiquement actives. Bien que ces vecteurs pr6sentent 
une efficacite importante, leur utilisation peut §tre 
complexe dans certaines applications . En outre, 
1* utilisation de molecules de la taille et de la complexity 

10 des anticorps peut repr6senter un inconvenient important 

dans leur manipulation et mise en oeuvre. 

Dans la demande de brevet n° WO 99/07414, il a 
et6 d6crit qu f il etait possible d' utiliser in vitro des 
peptides derives des anticorps murins anti-ADN, divulgu6s 

15 dans la demande WO 97/02840 pr6cit£e, comme vecteurs 

d' internalisation intracytoplasmique et intranucl6aire de 
substances biologiquement actives. 

Bien que ces vecteurs peptidiques d'origine 
murine soient codes par la lignee germinale et ne portent 

20 pas de mutation, et par consequent, devraient etre 

antig6niquement proches de ceux rencontres chez I'homme, le 
risque d'une reaction immunitaire chez I'homme ne peut etre 
exclu. 

II existe "done un r£el besoin en peptides et 
25 sequences d'acides amines palliant les inconv6nients 

d6crits plus haut, k savoir susceptibles d'etre utilises 
comme, ou dans un, vecteur d' internalisation cellulaire 
chez I'homme et qui ne pr6senteraient aucun des risques 
mentionn6s plus haut. 
30 II est connu qu'un tr£s grand nombre de 

regulations cellulaires dependent des interactions entre 
les prot6ines et les glycosaminoglycanes (GAG) de la 
surface des cellules (1-6) [les chiffres en gras, entre 
parentheses, renvoient k la liste de references 
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bibliographiques annex6e] . De telles interactions 
interviennent, par exemple, dans le controle de l'h6mostase 

(7) , dans la proliferation des cellules musculaires lisses 

(8) , dans 1' expression de 1' activity des facteurs de 
5 croissance (9), dans l'expression de l'activit6 lipolytique 

des enzymes (10), dans l'int6grite de la mat rice 
extracellulaire (11) et autres. Dans un syst&ne donn6, ces 
effets biologiques sont dus a 1 1 interaction d f une ou d'un 
nombre restreint de prot6ines avec les GAG de la surface 

10 cellulaire. Les GAG sont des constituants tr6s conserves au 

cours de Involution, presents sur la surface de toutes les 
cellules eucaryotes. Les GAG sont des polymdres de 
saccharide ; par exemple l'heparine est un polym^re du 
disaccharide (ct-1, 4-2-iduronique acide D-glucosamine et 

15 les chondroltines sulfates sont des polym6res du 

disaccharide N-acetyl chondrosine, contenant un grand 
nombre de groupements sulfate et done n6gativement charges, 
Les prot6ines qui r6agissent sp£cif iquement avec les GAG 
contiennent toutes, dans leur sequence, un ou plusieurs 

20 segments peptidiques qui sont responsables de 1 1 interaction 

de ces prot6ines avec les GAG. La longueur de ces segments 
varie d'une protfeine k 1' autre allant de quatre & trente 
acides amines. Presque tous ces peptides sont positivement 
charges et contiennent un nombre eleve d' acides amin6s 

25 basiques, surtout de la lysine et de l'arginine. II a et6 

montrfe que ces acides amines participent de ' fagon 
pr6pond6rante k 1 1 interaction de ces prolines avec les GAG 
(1-6). 

Les peptides se liant aux GAG ou plus 
30 g6n6ralement aux aminoglycanes, et en particulier & 

l'heparine, & l T h6parane sulfate et aux chondroltines 
sulfates (peptides globalement d6signes par PLH, pour 
"peptide se liant k l'h6parine", meme si l'heparine n'est 
qu'un exemple d' aminoglycane) peuvent etre d'origine 
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naturelle, comme les peptides dfecrits plus haut, ou 
artificielle. lis peuvent §tre utilises sous leur forme 
native ou polym&re (dim&re, trim6re, etc.-) . 

II a §t6 constats, de mani^re inattendue, selon 
la presente invention, que ces peptides peuvent etre 
utilises aussi bien in vivo qu' in vitro comme agents 
d'internalisation de substances d'int6ret dans les 
cellules . 

En effet, mettre en oeuvre in vivo une 
technique connue en in vitro implique de determiner 
plusieurs paramdtres (biodisponibilite, reactions 
immunitaires, etc.) qui n'interviennent pas lors des essais 
in vitro, en espace clos. En outre, un tel transfert de 
l'in vitro a l'in vivo reste somme toute assez hasardeux, 
du fait des nombreuses interactions potentielles 
susceptibles d'interferer avec la manipulation in vivo 
(reaction immunitaire, effets secondaires, blocage ou 
inhibition des principes actifs, re jet, etc.) ; par 
consequent il y a peu d'esperance de reussite raisonnable 
dans une application in vivo d'une technique in vitro. 

Ainsi, selon un premier aspect, la pr6sente 
invention a pour objet line sequence d'acides amines qui 
presente la capacity de faciliter la penetration d'une 
substance d ! int6r§t £ l'int6rieur des cellules et/ou des 
noyaux cellulaires, et qui est caract6ris6e en ce qu'elle 
est capable de r6agir in vivo avec les aminoglycanes. 

Selon un autre aspect, la pr6sente invention a 
pour objet une sequence d'acides amin6s qui pr6sente la 
capacity de faciliter la p6n6tration d'une substance 
d'interet £ l'int6rieur des cellules et/ou des noyaux 
cellulaires, et qui est caract6ris6e en ce qu'elle est 
issue d'une proteine d'origine humaine et capable de r6agir 
avec les aminoglycanes. 
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Plus particuli^rement, dans l f un et l f autre 
cas, cette sequence est caract§ris6e en ce qu'elle r6agit 
avec l'heparine, les chondroitines sulfates et leurs 
d6riv6s . 

Les travaux de recherches menes dans le cadre 
de la presente invention ont permis de mettre en evidence 
que la p6n6tration des peptides est compldtement inhib6e 
par 1' incubation des cellules k 4°C. En outre, elle est 
inhibee en partie par des inhibiteurs du m6tabolisme 
cellulaire comroe l'azide de sodium (inhibiteur de 
l'ATPase), la genisteine (inhibiteur de la tyrosine kinase 
et de la liaison k I'ATP). Le m6canisme d f internalisation 
des peptides de 1' invention, et done des substances 
d' inter§t couplees auxdits peptides, est done dependant de 
l'Snergie. La vectorisation mettant en ceuvre les peptides 
de 1' invention est done remarquable par le fait qu'elle ne 
releve pas d'un syst^me passif mais au contraire s'effectue 
via un recepteur. Les sequences d'acides amines selon 
1' invention sont done caract6ris6es, outre leur capacity de 
rfeagir in vivo avec les aminoglycanes, les aminoglycanes 
sulfates, les chondroitines et les chondroitines sulfates, 
par leur capacity a se fixer sur un r§cepteur de la 
membrane cellulaire et de traverser ladite membrane 
cellulaire grace k ce r§cepteur. Ainsi, les sequences 
d'acides amines de 1' invention se distinguent de 
transporteurs peptidiques de l'art ant6rieur capables de 
traverser la membrane cellulaire de manidre passive, 

Les peptides selon 1' invention sont done 
remarquables en ce qu'ils pr6sentent la capacit6 de pouvoir 
traverser les membranes cellulaires par un m6canisme actif , 
puis de se loger dans le cytoplasme et/ou le noyau des 
cellules et de permettre ainsi de disposer d'un vecteur 
dont l'emploi n' est pas limits, lors du passage dans la 
cellule, par la taille des substances a transporter. En 
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effet, les vecteurs de 1' invention sont capables de 
transporter des medicaments, allant des petites molecules 
chimiques (faible poids mol6culaire) aux proteines ou 
acides nucieiques de type plasmide (haut poids 
mol6culaire) . La mise en ceuvre de ces vecteurs ouvre ainsi 
une nouvelle voie de th6rapie proteique intracellulaire ou 
de th6rapie g6nique. Cette capacity particuli^re de 
penetration des vecteurs de l f invention, permet de cibler 
de maniere pr6f 6rentielle les "medicaments" dans les 
cellules, contribuant ainsi & une reduction potentielle de 
la toxicity des medicaments et une augmentation potentielle 
de 1' index d'ef ficacite. 

Par n d6riv6s de l'heparine ou de chondroltines 
sulfates" ou par "aminoglycanes du type de l'heparine ou 
des chondroltines sulfates", il faut entendre tout produit 
ou sous-produit comme d6fini dans les publications citees 
en references (1) S (3) . 

Par "faciliter la penetration", on entend 
faciliter le passage, ou la translocation, d'une substance 
du milieu exterieur jusque dans le milieu intracellulaire, 
et tout particuliereraent dans le cytoplasme et/ou le noyau 
de la cellule. Cette penetration peut §tre d6termin6e par 
divers precedes, comme par exemple un test de p6n6tration 
cellulaire comportant une premiere etape d' incubation de la 
sequence d" acides amin6s en presence de cellules en 
culture, suivie d'une etape de fixation et de 
perm6abi'lisation de ces cellules, puis d'une r6v61ation de 
la presence de ladite sequence d' acides amin6s k 
l f int6rieur de la cellule. L' etape de revelation peut §tre 
effectu6e avec une autre incubation en presence d'anticorps 
marqu6s et diriges contre ladite sequence, suivie d'une 
detection dans le cytoplasme ou a proximite immediate du 
noyau cellulaire, ou meme au sein de celui-ci, de la 
reaction immunologique entre la sequence et l'anticorps 



WO 01/64738 



8 



PCT/FR01/00613 



marqu6. La rev61ation peut aussi etre realisfee en marquant 
une sequence d'acides amines selon l 1 invention et en 
d6tectant la presence dudit marquage dans ces compartiments 
cellulaires. Un test de p6n6tration cellulaire a et§ decrit 
par exemple dans la demande de brevet n° WO 97/02840 
pr6cit6e. 

Par "substance d'int^rSt", on entend tout 

r* 

produit pr6sentant un interet, notamment, biologique, 
pharmaceutique, diagnostique f de tra<?age, ou 
agroalimentaire. II peut s ? agir d'acides nucl6iques (acide 
ribonucl6ique, acide desoxyribonucleique) pouvant etre 
d'origines diverses, et notamment humaine, virale, animale, 
eucaryote ou procaryote, v6g6tale, synth^tique, etc., et 
pouvant avoir une taille variable, allant du simple 
oligonucleotide au genome ou fragment de genome. II peut 
s'agir aussi d'un g6nome viral ou d'un plasmide. La 
substance peut 6galement §tre une protfeine, telle qu'une 
enzyme, une hormone, une cytokine, une apolipoproteine,. un 
facteur de croissance, un antigene, un anticorps, etc. II 
peut aussi s'agir d'une toxine, d f un antibiotique, d'une 
molecule antivirale ou d'un immuno-modulateur . 

De manidre g6n£rale, la substance d'int6r§t 
peut §tre tout principe actif de medicament, qu'il s'agisse 
d'un produit chimique, biochimique, naturel ou synthfetique. 
II peut s'agir de petites molecules, d'un poids mol6culaire 
de l'ordre 500 D ou de grosses molecules comme des 
prolines de plusieurs milliers de daltons. 

La substance d'int6ret peut §tre direct ement 
active ou §tre activable in situ par la sequence d'acides 
amines, par un agent distinct ou par les conditions 
environnementales . 

L' invention etend sa port6e aux associations de 
la sequence d'acides amines avec une substance d'int^ret 
telle que d§finie ci-dessus. 
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Dans un mode de realisation pr6f6r6 de la 
prfesente invention, afin de pallier les risques d6crits 
plus haut, la sequence d'acides amines est cod6e par la 
lign§e germinale, et done ne porte pas de mutations 
(substitution, d616tion, addition, etc.). 

Dans la pr6sente invention, une sequence 
d f acides amines tout particulidrement pr6f6r6e est issue 
d'une proteine synth6tis6e par une cellule humaine. De 
manidre avantageuse, ladite prot6ine synth6tisee par une 
cellule humaine est choisie parmi les prot6ines se liant 
avec les aminoglycanes du type h6parine ou chondroxtine 
sulfate. II s'agit par exemple d'une sequence d'acides 
amines issue de la lipoprot§ine B humaine. 

De manifere g6n6rale, la sequence d'acides 
amines comprend un nombre eleve d'acides amines basiques, 
comme e'est le cas dans la lysine, l'arginine ou 
l f histidine, par exemple. 

Par "nombre 61ev6", il faut comprendre au moins 

egal a 3. 

Un type de sequences d'acides amines pr6f6r§es, 
pour la mise en oeuvre de la pr6sente invention, est 
constitu6 par, ou comporte, au moins un groupe d'acides 
amin6s r6pondant & l'une des formules suivantes : 
a) (XBBBXXBX)n ; b) (XBBXBX)n ; c) (BBXmYBBXo) n ; d) 
(XBBXXBX)n ; et e) (BXBB)n ; 

dans lesquelles : 

B est un acide amin6 basique ; X est un acide 
amin6 non basique, de pr6f§rence hydrophobe, tel que 
I 1 alanine, 1 1 isoleucine, la leucine, la methionine, la 
phenylalanine, le tryptophane, la valine ou encore la 
tyrosine ; Y represente soit une liaison directe, soit 1 & 
20 acides amines ; m est un nombre entier compris entre 0 
et 5 ; n est un nombre entier compris entre 1 et 10, de 
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pr6f6rence entre 1 et 3 ; et o est un norabre entier compris 

entre 0 et 5. 

De mani^re g6n6rale, les sequences d'acides 
amin6s ont moins de 100 acides amin6s, mieux moins de 50 
acides amines, et encore mieux moins de 25 acides amines. 

Avantageusement, les sequence d'acides amines 
selon 1' invention comprennent de 6 k 25 acide amines. 

Des sequences d'acides amines pr6f6r6es pour la 
mise en oeuvre de la pr6sente invention sont celles 
identifies par SEQ ID NO : 2 f 3, 5 f 7, 9, 10, 13, 16 f 17, 
19, 20, 21, 23, 25, 26, 30, 33, 34, 35, 36, 37, 38 et 39 
sur la liste annex§e qui fait partie de la pr6sente 
description. Parmi celles-ci, on pr6f6re tout 
particulierement les sequences identifies par 
SEQ ID NO : 2, 3, 5, 7, 9, 10, 13, 16, 19, 20, 21, 23, 25, 
26, 30, 36 et 38. 

Un autre type de sequences pr6f6r6es, pour la 
mise en oeuvre de la pr6sente invention, est constitu6 par, 
ou comporte, au moins deux domaines, l'un de ces domaines 
comprenant une sequence d'acides amines de formule : a) 
XBBBXXBX ; b) XBBXBX ; c) BBXmYBBXo ; d) XBBXXBX ; ou e) 
BXBB ; 

et 1' autre de ces domaines comprenant une 
sequence d'acides amin6s de formule : a) XBBBXXBX ; b) 
XBBXBX ; c) BBXmYBBXo ; d) XBBXXBX ; e) BXBB ; ou f) un 
fragment d'anticorps ; 

formules dans lesquelles : B est un acide amine 
basique, X est un acide amin6 non basique, de pr6f6rence 
hydrophobe, Y repr6sente soit une liaison directe, soit 1 k 
20 acides amines, m est un nombre entier compris entre 0 et 
5, o est un nombre entier compris entre 0 et 5. 

Une sequence d'acides amines particulierement 
interessante est la sequence SEQ ID NO : 1, dans la mesure 
oh (1) i l'6tat au moins de dim£re, elle a les propri6t6s 
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attendues et (2) a l'6tat de monomdre ou de polymere, elle 
confere, & une autre sequence d'acides amin§s a laquelle 
elle est coupl6e, lesdites propri§t£s ou potentialise 
considerablement ces proprietes lorsque ladite sequence les 
poss&de d6j£. De meme les peptides d6signes HBP3, HBP7, 
(HBP3)2, HBP6 f HBP7, HBP10 et HBP13 pr6sentent cette 
capacit§ de potentialisation. 

Les peptides tels que definis plus haut sont 
capables de transporter, i l'int6rieur des cellules, des 
molecules qui leur sont associfees de fagon covalente ou non 
covalente, et sont ainsi des vecteurs efficaces pour le 
transfert intracellulaire des substances d'interet. 

Les sept sequences d6crites dans le tableau 1 

ci-apr6s sont particulierement utiles pour le transport 

intracytoplasmique . II s'agit des sequences (HB1)3, HBP6, 
(HBP3)2, HBP7, HBP11, HBP 13 et HBP2- 



Tahleau 1 









Pmi Hns 








tntanx 


tntanx 




(HB1)3 


VKRGLKLVKRGLKRVKRGLKR 


28 


24 


52 


HBP6 


GRPRESGKKRKRKRKRLKP 


32 


31 


63 


(HBP) 2 


SERKKRRRESRKKRRRES 


22 


44 


67 


HBP7 


GKRKKKGKLGKKRDP 


46 


13 


60 


HBP11 


AKTGKRKRSG 


30 


20 


50 


HBP13 


KHLKKHLKKHLK 


50 


0 


50 


HBP2 


RKGKFYKRKQCKPSRGRK 


33 


22 


55 



Deux s6quences sont particulierement utiles 
pour le transport intranucl§aire. II s'agit des sequences 
HBP10 et HBP15 . Ces deux sequences se caracterisent par 
leur contenu 61ev6 en acides amines basiques, et plus 
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particulidrement par le fait qu'elles ne contiennent pas de 
r6sidu Lysine, contrairement aux sequences utiles pour le 
transport intracytoplasmique. 

Chacune des sequences decrites dans le tableau 
1 possfede au moins 20% de r6sidus de lysine et au moins 50% 
de r6sidus sont des acides aminfes basiques sur le nombre 
total des r6sidus de la sequence 

La pr6sente invention met en evidence que le 
couplage de peptides tels que d6finis plus haut avec des 
vecteurs polypeptidiques capables de p6n£trer k l'int6rieur 
des cellules augmente consid6rablement le pouvoir de 
translocation de ces vecteurs. 

La pr6sente invention met aussi en evidence que 
le couplage de peptides tels que d§finis plus haut, ou de 
leurs formes polymferes, avec un ligand, dont la fonction 
est de r£agir avec un rfecepteur present sur la membrane 
cellulaire, augmente considerablement la capacite de ce 
ligand a se fixer sur la membrane cellulaire. 

Selon un autre de ses aspects, la prfesente 
invention a pour objet 1 'utilisation des sequences d' acides 
amines d6finies plus haut pour la preparation de 
compositions destinies au transfert de substances d*int6r§t 
dans des cellules. Cette capacite des peptides de 
1' invention est avantageuse pour permettre le transport de 
substances actives & travers des membranes biologiques et 
tout particuli£rement a travers les barridres 
h6matoenc6phalique, h6mator6tinienne, intestinale, 

pulmonaire. Les peptides de 1' invention pr6sentent 
1' int6r§t de pouvoir etre utilis6 sous des formes 
d' administration adaptees tant & la substance active & 
laquelle ils sont couples qu'au type de cellule cibl6e, 
notamment celles necessitant le passage des barri^res ci- 
dessus . 
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Dans un autre mode de realisation, la pr6sente 
invention concerne 1' utilisation desdites sequences 
d'acides amines dans un vecteur peptidique. Ces vecteurs, 
du fait des propri6t6s desdites sequences d'acides amines, 
5 peuvent §tre facilement utilises pour le transfert 

intracytoplasrnique et intranucl6aire chez l'homme, sans 
aucun risque pour celui-ci, ni aucune degradation de la 
substance d'int§r§t coupiee au vecteur. 

Pour atteindre ce but, il faut notamment qu'un 

10 vecteur soit capable de v6hiculer des quantit6s 

relativement importantes de molecules & l'int6rieur des 
cellules et qu f il ne soit pas reconnu comme antigene 
etranger par le syst6me immunitaire humain. 

Le tableau 1 ci-dessous indique pour plusieurs 

15 peptides de 1' invention leur niveau de p6n6tration 

intracytoplasrnique et/ou intranucleaire couple k un 
marqueur de faible poids mol6culaire permettant leur 
detection comme la biotine ou la fluoresc6ine (Marq) ou & 
une substance d' int6r§t biologique (Subst) . 

20 Les r6sultats rapport6s dans le tableau Ibis 

sont bas6s sur les donn6es exp6rimentales rapport6es ci- 
apres . 
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Tahlpan This 



Pert tide 


SEP ID NO 


intracvtot 


>lasmi<rue 


intranucl6aire 






Mara 


Subst 


Marq 


Subst 


HBP1 


1 


+/- 


ND 






(HBP1V i 


2 


+/- 


+ 






(HBPl) % 


3 


++ 


++ 


+/- 


+/- 




4 












5 












6 












7 












8 












9 












10 












11 












12 












13 












14 












15 












16 












17 


+/- 


ND 






norj 


18 


+/- 


ND 






(MrBD j 2 


19 


+ 


+ 






UDDO 

nor/ 


20 


+ 


++ 






tIDpC 

fLDr 0 


21 


+++ 


+++ 




-h/ — 




22 












23 












24 












25 












26 


+-H- 


+++ 


T 






27 












28 












29 










HBP7 


30 


+++ 


+++ 


+ 


+/- 




31 












32 










HBP8 


33 


+ /- 


+/- 






HBP 9 


34 


+ /- 


+/- 






HBP10 


35 


+ /- 


+/- 


++ 


++ 


HBP11 


36 


++ 


++ 


+'/- 


+/- 


HBP12 


37 


+/- 


+/- 






HBP13 


38 


++ 


++ 


+ /- 


+/- 


HBP15 


39 


+/- 


+ 


++ + 


+++ 



Ces r£sultats indiquent que les peptides qui 
sont capables d'une translocation nucl6aire massive sont 
5 ceux dont la charge positive est surtout constitute par la 

presence d' arginine et l f absence presque totale de lysine. 

Un premier groupe de peptides selon 1' invention 
comprend les sequences d'acides amines capables de 
permettre la p6n6tration d'une substance d' int6r§t dans la 
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cellule mais peu ou pas dans le noyau. A titre d'exemple on 
peut citer les peptides de s6quences SEQ ID NO : 2, 3, 17, 
18, 19, 20, 21, 33, 34, 37 et 38. 

Un second groupe de peptides selon 1' invention 
5 comprend les sequences d'acides amin6s capables de 

permettre la p6netration d'une substance d' interSt dans la 
cellule et dans le noyau de la cellule. A titre d'exemple 
on peut citer les peptides de sequences SEQ ID NO : 26, 35 
et 39. 

10 Un vecteur selon la pr6sente invention est 

caract6ris6 en ce qu'il est constitu6 par, ou comprend, une 
sequence d'acides amines telle que d6finie plus haut. 

En variante, le vecteur est bas§ sur le 
couplage, d'une part, de sequences d'acides amines 

15 r6agissant avec les aminoglycanes et, d' autre part, de 

peptides nouveaux issus de la partie variable d'anticorps 
humains anti-ADN. Le couplage a l'interieur d'une meme 
molecule de sequences d'acides amines reagissant avec les 
aminoglycanes et de peptides derives des parties variables 

20 d'anticorps humains anti-ADN aboutit a la preparation d'un 

vecteur peptidique particuli6rement efficace pour la 
translocation et le transfert intracellulaire de substances 
d'int§r§t, surtout lorsque les sequences d'acides amines 
r6agissant avec les aminoglycanes sont d'origine humaine. 

25 Cette association, de plus, donne naissance & 

un vecteur de translocation et de transfert 
particuli6rement adapts pour 1 'utilisation chez l'homme. En 
effet, comme indique plus haut, bien que les vecteurs 
peptidiques d'origine murine connus d f apr6s WO 97/02840 

30 soient cod£s par la lignee germinale et ne portent pas de 

mutations, et par consequent devraient §tre antig6niquement 
proches de ceux rencontr6s chez l'homme, il est possible 
que leur injection chez l'homme induise une reaction 
immunitaire. Le vecteur peptidique forme du PLH selon la 
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present e invention et de peptides derivant d'anticorps 
anti-ADN, tous deux d'origine humaine, cod6s par la lign6e 
germina-le et ne portant pas de mutations, evite ce 
probl6me. 

5 Les caracteristiques g6nerales de ces peptides 

d6rivant d'anticorps humains anti-ADN sont proches de 
celles des peptides d'origine murine d6crits dans la 
demande de brevet WO 99/07414, tout en poss6dant des 
propri^tes additionnelles qui les distinguent de ces 
10 derniers, & savoir : 

1) ils n6cessitent, pour p6n6trer & 
I'interieur des cellules, un ra&tabolisme actif des cellules 
(temperature de culture comprise entre 25 et 39 °C, et de 
preference 37 °C) , tandis que les peptides murins sont 

15 nettement moins dependants ; 

2) ils rdagissent beaucoup moins fortement 
avec l'ADN que les vecteurs murins ; 

3) leur capacity de penetration n'est pas 
influencee de fagon significative par la molecule qu'ils 

20 vont transporter k I'interieur de la cellule ; 

4) ils penetrent mieux dans les cellules 
d'origine humaine que dans celles d'autres origines. 

II a 6te r6alis6 selon la presente invention un 
vecteur constitu6 par un PLH et un ou plusieurs fragments 

25 d'anticorps, de preference polyr6actif s, et plus 

particuliferement un ou plusieurs fragments issus des 
regions hypervariables des anticorps. De mani6re pr6f6r6e, 
le vecteur objet de l 1 invention se caracterise par le fait 
qu'il comprend un fragment de la chaine lourde d'un 

30 anticorps. 

Dans la demande de brevet WO 99/07414 precit6e, 
il n'avait 6te utilise que des fragments d'une IgG 
monoclonale, qui est une immunoglobuline monom^re, de 
petite taille et de faible poids mol6culaire. La presente 
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invention met en Evidence pour la premiere fois qu'il est 
aussi possible d'utiliser un fragment issu d'une IgM, qui 
est une immunoglobuline pentamfere, de tr£s haut poids 
mol6culaire. En effet, jusqu'i pr6sent, & la connaissance 
de la d6posante, personne n f avait effectu6 de recherche sur 
1' utilisation d'un fragment d'IgM corame vecteur 
d'internalisation cellulaire, du fait du caractfcre 
dissuasif de la grande taille et du poids moleculaire eleve 
de tels fragments. 

La pr6sente invention a done pour objet un 
vecteur d'internalisation cellulaire, caract6ris6 en ce 
qu'il comprend un ou plusieurs PLH et un ou plusieurs 
fragments d'une IgM, ou d'une IgG. 

De mani^re pr6f6r6e, ledit vecteur comprend 
tout ou partie de la region CDR2 d'un anticorps. En 
variante, ledit vecteur comprend tout ou partie de la 
region CDR3 d'un anticorps. Plus particuli&rement, ledit 
vecteur contient au moins une region CDR3 d'un anticorps 
anti-ADN humain, s61ectionn6 dans le groupe consistant en 
RTT79, NE-1, et RT72. 

Dans une autre variante, la vecteur objet de la 
pr6sente invention peut aussi comprendre tout ou partie de 
la region CDR2, et tout ou partie de la region CDR3. 

Par "tout ou partie" il faut comprendre que le 
vecteur de 1' invention peut comporter soit 1' ensemble de la 
region CDR concern^e, soit une partie seulement de celle- 
ci, h condition que le vecteur conserve la capacity de 
p6n6trer dans les cellules (homologue fonctionnel) • Par 
"partie de region CDR", il faut comprendre une region CDR 
d6pourvue d'un ou plusieurs acides amines terminaux. II 
peut 6galement s'agir d'une region CDR dans laquelle un ou 
plusieurs residus internes ont §t6 d§16t6s ou substitues 
par d'autres acides amines, de pr§f§rence des acides amines 
de m6me nature (acides amines basiques, par exemple) . 
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Dne partie des exemples qui sont donn6s dans la 
prfesente demande de brevet se basent sur l'emploi de la 
SEQ ID NO : 1 provenant de la lipoproteine B humaine mais, 
pour l'homme du m6tier, il est 6vident que tout PLH naturel 
ou artificiel peut §tre utilise. 

Corame indiqufe plus haut, un vecteur selon la 
pr6sente invention est particulierement bien adapt6 pour le 
transport et le transfert intracellulaire et intranuclSaire 
de substances d'int6rSt. 

La pr6sente invention vise done a fournir un 
vecteur tel que decrit plus haut f caract6ris6 en ce qu'il 
comprend une substance d'interet naturelleiuent, ou non 
naturellement, incorporable aux cellules et/ou aux noyaux 
desdites cellules. 

Plus particulierement, la pr6sente invention a 
pour objet un vecteur dont la capacite de penetration est 
sensiblement indSpendante de la nature de la substance 
d'interet qui lui est coupl^e* Cette caract6ristique, 
propre & ces vecteurs humains par comparaison aux vecteurs 
murins, est d'un interet capital pour 1' utilisation 
envisag6e de ces vecteurs. Mais l f invention s'int6resse 
egalement & des vecteurs qui sont adaptSs a la substance 
d'int6r§t qui lui est coupl6e. 

On entend par "couplage", tout type 
d' interaction permettant une association physique entre la 
substance d'interet et le vecteur. II peut s'agir d'un 
couplage clivable ou non clivable en fonction du milieu 
biologique et/ou de la substance d f int§ret transports par 
les peptides de l f invention ou encore clivable par des 
moyens physiques appliqu6s 4 1'organisme auquel a 6t6 
administr6 le vecteur coupl§ 4 la substance active. Ainsi, 
1' expression de 1'effet biologique de la substance peut 
necessiter qu'elle soit Iib6r6e du vecteur. A titre 
d'exemple d'une substance d' int6r§t dont il est pr6f6rable 
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qu'elle soit lib6ree du vecteur, on peut citer la 
doxorubicine. 

II faut cependant que l f interaction soit 
suffisamment solide pour que le vecteur ne se dissocie pas 
avant ou pendant la penetration cellulaire. Pour cette 
raison, le couplage pr§f6r6 selon 1' invention est le 
couplage covalent, il pourrait cependant s'agir d'un 
couplage non covalent. La substance d'int§ret peut etre 
coupl6 directement au peptide soit a l'une de ces 
extr6mit6s terminales soit au niveau d'une chaine lat6rale 
d'un des acides amines. La substance d' int6r§t peut aussi 
etre coupl6 indirectement par le biais d'un bras de liaison 
soit a l'une des extremit6s terminales des peptides soit au 
niveau d'une chaine lat§rale d'un des acides amines. 

Le couplage peut etre realist par tout proc6d6 
de couplage chimique, biochimique ou enzymatique ou 
g6n6tique connu de l'homme du m§tier, mais on pr6ferera 
g6neralement utiliser un r§actif de pontage homo- ou 
heterofonctionnel du type 4- (N-maleimidom6thyl) cyclohexane- 
1-carboxylate de succinimidyle (SMCC) . On peut encore citer 
comme moyen de couplage ceux choisis parmi : des agents bi 
ou multifonctionnels contenant des groupements alkyle, 
aryle, aralkyle ou peptidique, des esters, aldehydes ou 
acides d' alkyle, aryle ou aralkyle, des groupements 
anhydrides, sulfhydriles, ou carboxyles tels que les 
d6riv§s de l'acide maleymil benzolque, de l'acide maleymil 
propionidjue et des d6riv6s succynimidyle, des groupes 
derives du bromure ou chlorure de cianog6ne, 
carbonyldiimidazole, des esters de succinimide ou des 
halogenures sulphoniques . 

Dans une autre forme de realisation de la 
prfesente invention, le couplage de ladite substance 
d*int6ret peut aussi etre r§alis6 par toute technique de 
g§nie g6n6tique connue de l'homme de l'art. Par n g6nie 
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g§n6tique", on entend 1 'utilisation d'un vecteur 
d' expression dans lequel l'ADN codant pour les peptides- 
vecteurs est clon6 en phase en 5 1 et/ou 3' de l'ADN 
compl6mentaire du g6ne d'int6r§t. L 1 expression de la 
prot£ine de fusion est plac6e sous le contr61e d'un 
promoteur. Le syst&ne d' expression peut etre utilis§ dans 
une cellule hote procaryote ou eucaryote pour la production 
de la prot6ine de fusion. 

Dans une premiere forme de realisation, le 
couplage de ladite substance d'int6r§t est r6alis6 au 
niveau de I'extr6mit6 N-terminale de la sequence d'acides 
amines selon 1' invention. Dans une seconde forme 
d' execution de 1' invention, le couplage de ladite substance 
d'int6ret est r6alis6 au niveau de I'extr6mit6 C-terminale 
de ladite sequence. 

De mani^re surprenante, il a 6t§ montre que le 
vecteur objet de 1' invention est capable de potentialiser 
1' activity biologique et, potentiellement, de r§duire la 
toxicite de ladite substance coupl6e. La presente invention 
a done aussi pour objet un vecteur caract6ris6 en ce qu'il 
permet d f augmenter l'activite biologique de la substance 
d'intferet k laquelle il est coupl6. 

II a aussi 6t6 montr6 que le vecteur objet de 
1' invention permet la transfection in vitro de cellules. 

Dans une forme d' execution particuli&re de 
1' invention, le vecteur est coupl6 S la substance d'int6r§t 
par l'interm6diaire d'au moins une mol6cule (dite "molecule 
d'ancrage") prfesentant une forte affinity naturelle pour la 
substance d'int6r§t & internaliser . L'affinit6 naturelle de 
la molecule d'ancrage pour la substance d'int6r§t permet au 
transporteur d'interagir, de fagon non covalente, avec 
ladite substance d'int6r§t, et ainsi de I'entrainer lors 
des deplacements intracellulaires . 
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Un autre avantage particuli6rement int6ressant 
de ce type de transporteur consiste en ce que, de par 
l'af finite naturelle de la mol6cule d'ancrage pour la 
substance d'interet, le couplage entre ces deux 61§ments 
5 s'effectue de mani6re totalement naturelle, sans aucune 

interaction chimique ou biochimique. 

Ce type de transporteur est particuli6rement 
interessant dans le cas ou la substance d'interSt, de par 
sa taille et/ou sa structure, s'av6re difficile £ coupler 

10 directement £ la sequence d'acides amines. Ce type de 

transporteur peut aussi s'av6rer particuli&rement utile 
lorsque la substance d'int6r§t n'est pas tr6s stable, et 
qu'une quelconque interaction chimique pour son couplage 
pourrait la d§t6riorer, ou modifier son activity. 

15 En outre, le transporteur selon 1' invention 

peut ne pas etre sp6cifique d'une seule substance 
d'int^ret, mais pourra au contraire permettre 
l r internalisation dans les cellules et/ou les noyaux 
cellulaires de plusieurs substances d'interet diff6rentes. 

20 L' invention concerne 6galement des cellules 

eucaryotes qui renferment une sequence d'acides amin6s 
conforme & la pr^sente invention. Elle concerne aussi des 
cellules eucaryotes qui renferment un vecteur et/ou un 
transporteur conforme k 1' invention. Elle concerne 

25 6galement tout type de cellule eucaryote qui a et6 

transfect6e par un vecteur et/ou transporteur conforme ci la 
pr6sente invention. 

L' invention concerne 6galement un proc6d6 de 
transfert in vitro d'une substance d'int6ret A l'int§rieur 

30 d'une cellule, et d 1 augmentation de 1' activity biologique 

desdites substances d f int6r§t qui comprend les 6tapes 
suivantes : 
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a) le couplage de la substance a une sequence 
d'acides amin6s, & un vecteur, ou a un transporteur 
conformes 4 1* invention, tels que decrits plus haut, et 

b) 1' incubation de la cellule avec ledit 
5 produit de couplage a une temperature de culture permettant 

le m6tabolisme actif de ladite cellule. 

Une telle temperature est comprise entre 25 et 
39°C, pr6f6rentiellement 37°C. 

La pr6sente invention concerne encore une 

10 composition comprenant, comme principe actif, soit des 

vecteurs ou transporteurs charges avec au moins une 
substance d'int6ret conforme a la pr^sente invention, soit 
des cellules eucaryotes qui ont et6 transfect6es 
conf ornament a la presente invention. Elle a aussi pour 

15 objet I'utilisation de telles compositions pour la 

formulation et la preparation de produits biologiques, 
pharmaceutiques, cosm6tiques et agro-alimentaires . 

L f invention etend sa portee aux sels d' addition 
basique ou acide pharmaceutiquement acceptables, hydrates, 

20 esters, solvates, pr6curseurs, metabolites ou 

ster6oisom6res, desdits vecteurs et transporteurs charges 
avec au moins une substance d'interet. L 1 invention 6tend 
6galement sa portee aux formulations pharmaceutiques 
comprenant un vecteur ou un transporteur charges avec au 

25 moins une substance d'int6ret en association avec un 

v6hicule, diluant ou excipient pharmaceutiquement 
acceptable. 

L f expression "sels pharmaceutiquement 

acceptables" se r6f6re aux sels non toxiques des sequences 
30 d'acides amines selon 1' invention qui peuvent §tre 

g6n6ralement prepares en faisant reagir la base libre avec 
un acide organique ou inorganique convenable. Ces sels 
conservent l'efficacite biologique et les propriet6s des 
bases libres. Comme exemples repr6sentatifs de tels sels, 
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on peut citer les sels hydrosolubles et hydroinsolubles, 
tels que les ac6tates, ansonates (4, 4-diaminostilbenes- 
2,2' -disulf onates) , benz6nesulf onates, benzonates, 

bicarbonates, bisulfates, bitartrates, borates, bromures, 
5 buryrates, edetates de calcium, camsylates, carbonates, 

chlorures, citrates, clavulariates, dichlorhydrates, 
6d6tates, 6disylates, estolates, 6sylates, fumarates, 
gluceptates , gluconates , glutamates , glycolylarsanylates, 
hexaf luorophosphates, hexylr6sorcinates, hydrabamines, 

10 bromhydrates, chlorhydrates, hydroxynaphtoates, iodures, 

isothionates, lactates, lactobionates, laurates, malates, 
mal6ates, mand§lates, mesylates, methylbromures, 
ra6thylnitrates, m6thylsulf ates, mucates, napsylates, 
nitrates, 3-hydroxy-2-naphtoates, ol^ates, oxalates, 

15 palmitates, pamoates (1 , l-m6thyl6ne-bis-2-hydroxy-3- 

naphtoates, emboates) , pantothenates, phosphates/ 
diphosphates, picrates, polygalacturonates, propionates, p- 
toluenesulf onates , salicylates , st§arates , subac§tates, 
succinates, sulfates, sulfosalicylates, suramates, 

20 tannates, tartrates, teoclates, tosylates, tri§thiodides, 

valerates et les sels de N-m6thylglucamine ammonium. 

Un sujet peut etre traite avec une quantity 
pharmaceutiquement efficace d'un peptide, d'un vecteur ou 
d'un transporteur selon 1* invention, charges avec au moins 

25 une substance d f int6r§t. L' expression "quantity 

pharmaceutiquement efficace" signifie une quantity capable 
de faire p§nfetrer suf f isamment de substance d'int^ret pour 
induire la r6ponse biologique ou m6dicale d'un tissu, 
systeme, animal ou humain telle qu'attendue par le 

30 chercheur ou le m§decin traitant. 

L' invention vise §galement des compositions 
pharmaceutiques convenant & 1 r introduction d'une substance 
d'interet dans une cellule ou un noyau cellulaire. Les 
compositions comprennent une quantity efficace d'un vecteur 
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ou transporteur selon 1' invention, charge avec au moins une 
substance d'int6r§t, seul ou en combinaison avec un ou 
plusieurs supports pharmaceutiquement acceptables . Les 
compositions sont particuliferement utiles en ce sens 
qu'elles ont une tres faible toxicity, ou ne sont pas 
toxiques . 

L' administration des vecteurs ou transporteur s 
selon l f invention, ou de leurs sels, charg6e avec au moins 
une substance d'int6r§t, peut se faire par l'un quelconque 
des modes d' administration accepts pour les agents 
th6rapeutiques. Ces proc6d6s comprennent 1* administration 
syst6mique par exemple orale, nasale, parenterale, ou 
1 ? administration topique, par exemple transdermique, ou 
encore 1 'administration centrale, par exemple par voie 
chirurgicale intracrSnienne, ou encore 1' administration 
intraocculaire . 

L' administration orale peut se faire au moyen 
de comprim§s, g61ules, capsules molles (y compris les 
formulations & liberation diff£ree ou prolongee), pilules, 
poudres, granules, elixirs, teintures, suspensions, sirops 
et Emulsions. Cette forme de presentation est plus 
particuli6rement adapt6e au passage de la barri^re 
intestinale. 

L' administration parenterale se fait 
g6n6ralement par injection sous-cutan6e, intramusculaire ou 
intraveineuse ou par perfusion, Les compositions 
injectables peuvent §tre pr6par6es sous des formes 
classiques, soit en suspension ou solution liquide soit 
sous forme solide convenant & une dissolution extemporan§e 
dans un liquide, Cette forme de presentation est plus 
particuli6rement adaptee au passage de la barri6re 
h6matoenc§phalique . 

Une possibility pour 1 ' administration 
parenterale utilise 1' implantation d'un systSme & 
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liberation lente ou liberation prolong6e qui assure le 
maintien d'un niveau constant de dose, par exemple, selon 
US-A-3 710 795. 

Pour 1' administration intranasale r on peut 
utiliser des vehicules intranasaux convenables. 

Pour 1' administration transdermique, on peut 
utiliser des timbres cutan6s transdermiques bien connus de 
I'homme du m6tier. Un systeme a liberation transdermique 
permet une administration continue. 

D'autres preparations topiques pr6fer6es 
comprennent les crimes, les onguents, les lotions, les 
sprays aerosols et les gels* 

En fonction du mode pr6vu d' administration, les 
composes peuvent etre sous forme solide, semi-solide ou 
liquide. 

Pour les compositions solides, telles que 
comprimes, pilules, poudres ou granules a l'6tat libre ou 
inclus dans des g61ules, le principe actif peut etre 
combine avec : a) des diluants, par exemple le lactose, le 
dextrose, le sucrose, le mannitol, le sorbitol, la 
cellulose et/ou la glycine ; b) des lubrifiants, par 
exemple la silice, le talc, I'acide st6arique, son sel de 
magnesium ou de calcium et/ou le polyethyieneglycol ; c) 
des liants, par exemple le silicate de magnesium et 
d f aluminium, la p§te d'amidon, la g61atine, la gomme 
adragante, la m6thylcellulose, la carboxym6thylcellulose 
sodique et/ou la poly-vinylpyrrolidone ; le cas 6cheant, d) 
des d6sint6grants, par exemple l'amidon, l'agar, I'acide 
alginique ou son sel de sodium, ou des melanges 
effervescents ; et/ou e) des absorbants, colorants, 
aromatisants et 6dulcorants. Les excipients peuvent Stre 
par exemple du mannitol, lactose, amidon, st6arate de 
magnesium, saccharine sodique, talc, cellulose, glucose, 
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sucrose, carbonate de magnesium et analogues de qualite 
pharmaceutique . 

Pour les compositions semi-solides, telles que 
suppositoires, l'excipient peut, par exemple, etre une 
Emulsion ou suspension grasse, ou a base de 
polyalkyieneglycol, tel que de polypropyiene-glycol. 

Les compositions liquides, en particulier 
injectables ou a inclure dans une capsule molle, peuvent 
etre pr6par6es par exemple par dissolution, dispersion, 
etc. du principe actif dans un solvant phanaaceutiquement 
pur tel que, par exemple, l'eau, le s6rum physiologique, le 
dextrose aqueux, le glycerol, l'ethanol, une huile et 
analogues. 

Les vecteurs ou transporteurs selon 
1* invention, charges avec au moins une substance d'interet, 
peuvent egalement §tre adiainistr6s sous la forme de 
syst6mes de liberation du type liposomes, tels que sous la 
forme de petites v6sicules unilamellaires, de grandes 
vesicules unilamellaires et de v6sicules multilamellaires . 
Les liposomes peuvent etre formes k partir d'une diversity 
de phospholipides, contenant du cholesterol, de la 
st6arylamine ou des phosphatidylcholines. Dans une forme 
d' execution, un film de composants liquides peut etre 
hydrate avec une solution aqueuse du medicament pour former 
une couche lipidique encapsulant le medicament, comme 
d6crit dans US-A-5 262 564. 

Les compositions selon l r invention peuvent etre 
st6rilis6es et/ou contenir des adjuvants et substances 
auxiliaires non toxiques tels que des agents de 
conservation, de stabilisation, de mouillage ou 
d f emulsification, des agents favorisant la dissolution, des 
sels pour r6gler la pression osmotique et/ou des tampons. 
En outre, elles peuvent 6galement contenir d'autres 
substances pr6sentant un int6r§t th6rapeutique . Les 
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compositions sont pr6par6es, respect ivement, par des 
proceeds classiques de melange, granulation ou enrobage et 
elles contiennent d ? environ 0,1 & 75%, de preference 
d' environ 1 k 50 %, de principe actif. 

Les vecteurs ou transporteurs selon 
1' invention, charges avec au moins une substance d'int6ret, 
peuvent etre 6galement coupl6s avec des polymferes solubles 
tels que des supports de medicament ciblables. De tels 
polym^res peuvent comprendre la polyvinylpyrrolidone, le 
copolym^re pyrane, le polyhydroxypropyl-methacrylamide- 
phenol, le polyhydroxy-6thyl-aspanamide-ph6nol ou le 
poly(oxyde d f ethylene) -polylysine substitue par des residus 
palmitoyle. En outre, les composes selon la presente 
invention peuvent etre couples 4 une classe de polymeres 
biodfegradables utiles pour r6aliser une liberation 
maltrisee d f un medicament, par exemple, le poly(acide 
lactique), la poly (epsilon-caprolactone) , le poly(acide 
hydroxybutyrique) , les polyorthoesters, les polyac6tals, 
les polydihydropyranes, les polycyanoacrylates et les 
copolymeres d'hydrogel s6quenc6s r6ticul6s ou 
amphipatiques . 

La posologie pour 1 1 administration des vecteurs 
ou transporteurs selon 1' invention, charges avec au moins 
une substance d'int6r§t, est choisie selon une diversite de 
facteurs y compris le type, l'esp&ce, l'age, le poids, le 
sexe et l f 6tat m6dical du sujet ; la gravity de l'6tat k 
traiter ; la voie d 1 administration ; l'6tat des fonctions 
r6nale et h6patique du sujet et la nature du compose 
particulier, ou sel, employe. Dn m6decin ou v6t6rinaire 
normalement experimente d6terminera facilement, et 
prescrira, la quantite efficace du vecteur ou transporteur 
charge de la substance d'int6r§t voulue pour pr6venir, 
contrarier ou stopper le progrds de l'etat m6dical S 
traiter. 
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L'une quelconque des compositions 

pharmaceutiques ci-dessus peut contenir de 0,1 ct 99%/ de 
pr6f6rence 1 k 70% de principe actif . 

A titre d f exemples r les posologies orales des 
vecteurs ou transporters selon 1' invention, charges avec 
au moins une substance d f int6r§t, lorsqu'ils sont utilises 
pour les effets indiqu6s, seront comprises entre environ 
0,05 et 1.000 mg/jour par voie orale et, de pr6f6rence 
fournies sous la forme de comprimfes contenant 0,5, 1,0, 
2,5, 5,0, 10,0, 15,0, 25,0, 50,0, 100,0, 250,0, 500,0 et 
1.000,0 mg de principe actif. Les niveaux efficaces 
plasmatiques des vecteurs ou transporteurs charges avec au 
moins une substance d r int6r§t seront compris dans la gamme 
allant de 0,002 mg a 50 mg par kg de poids corporel et par 
jour. 

Les vecteurs ou transporteurs selon 
l 1 invention, charges avec au moins une substance d'int6r§t, 
peuvent §tre administr6s sous la forme de doses 
quotidiennes uniques, ou la posologie quotidienne totale 
peut etre administr6e en deux, trois ou quatre doses par 
jour. 

Dans une application particuli6re, la pr6sente 
invention est relative A un agent de diagnostic, pour mise 
en oeuvre in vitro, constitu6 par ou refermant au moins un 
vecteur, un transporteur et/ou une cellule conformes k 
1' invention. Un tel agent de diagnostic peut 6galement Stre 
utilis§ in vivo. 

La prfesente invention a done aussi pour objet 
un kit de diagnostic qui comprend ledit agent de 
diagnostic. Plus particuliSrement, le kit de diagnostic 
comprend, dans un ou plusieurs rfecipients, une quantity 
pr§d6termin6e d'une composition selon 1' invention. 

De m§me, la sequence d'acides amines selon 
1' invention, ou un vecteur et/ou un transporteur renfermant 
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cette sequence d'acides amines, ou des cellules 
transferees £ I'aide dudit vecteur sont susceptibles 
d'etre utilis6s in vivo 4 des fins preventives, par exemple 
et de mani&re non limitative, pour la prevention des 
infections virales, des metastases, de I'apoptose 
cellulaire (maladies d6g6n6ratives, isch6mie 

tissulaire. . .), ou a des f ins th6rapeutiques, par exemple 
le traitement des maladies infectieuses (virales, 
bact6riennes ... ), le cancer et la n6o-angiog6n6se 

pathologique. 

D'autres avantages et caract6ristiques de 
1' invention apparaitront des exemples de realisation qui 
suivent faisant reference aux dessins annexes. 

I - MBTF.PTF.T . F.T M^THODF. 

1) Tii g n< ^ pg rf ** - 

a) Pp 1 1 n1 nnrmal : 

- PtK2, fibroblastes de rein de rat kangourou 

- 3T3, fibroblastes d'embryon de souris 

- HUVEC, cellules endoth61iales humaines 

- CHO, cellules d f ovaires de hamster chinois 

- HUVEC, cellules endoth61iales transfect§es 
par un g&ne de multiplication cellulaire 

- CHO, cellules de rein de hamster 

CHO-745, cellules de la lign6e CHO 
defectueuses pour la synthase de xylosyltransf 6rase. 
b) Poll iil *>r j-TimnralPR : 

- H1299, carcinome pulmonaire humain 

- HH9, cellules 6pith61iales tumorales du sein 
humain transfect6es par un gfene codant pour un facteur de 
croissance 

- MCF7, cellules 6pith61iales tumorales 

humaines 
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- MCF7 ras, cellules MCF7 transfectees par le 

ghne ras 

- HeLa, carcinome du col de l'utferus humain 

- HCT 116 f carcinome du colon humain 

- HT-29, adenocarcinoma du colon humain 

- LS174T, adenocarcinome du colon humain 

- B16-F10, cellules de m61anome murin 

- Daudi, lymphome humain de Burkitt 

- Les cellules sont cultiv^es dans du milieu 
DMEM contenant 2% de L-glutamine, 1% de pyruvate de sodium, 
de p^nicilline (100 U/ml), de streptomycine (100 jig/ml) et 
10% de s6rum de veau foetal (milieu complet) & 37°C en 
presence de 5% de CO2. 

- Les cellules CHO et CHO-745 sont cultiv6es 
dans du milieu MEM alpha contenant 2% de L-glutamine, 1% de 
pyruvate de sodium, p6nicilline (100 U/ml), streptomycine 
(lOOfig/ml) et 6% de serum de veau foetal (milieu complet) a 
37 °C en pr6sence de 5% de C02. 

2) Preparation Hfi.g pfrpt 1 riPFi . 
a) gynhh^go nhiTm'qn^. 

Les syntheses peptidiques ont 6t6 r6alis6es 
selon les techniques connues de l f homme de metier (Altergen 
et Neosystem) . Elles sont mises en oeuvre en phase solide 
sur r§sine Fmoc. Le clivage est realise par l'acide 
trifluoroac6tique (TFA) et les peptides ont §t6 purifi6s 
sur colonne HPLC-CR C5 semi-pr6parative et 61u6s avec une 
solution de TFA & 0,1% et un gradient d'ac6tonitrile (10- 
70%) dans le TFA. Les peptides lyophilis6s ont §t6 dissous 
dans du NaCl 0,15 M. 
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b) rVrnQfrrnrM nn mrsl 6m1ai t-p pprfflpt fan t~ La 

pr^parafinn Ho pm t-<&inP.q rrnnpnri-anh flftS pppHflPS de. 

1 ' -iriTOnl- *i 

Les techniques de biologie moleculaire 
permettent de construire des plasmides qui une fois 
introduits dans des cellules ad6quates, permettent la 
synthase de macromol6cules vectoris6es. 

- rnriQtrn rfinn Hoc ^fpnrs fj f PXprPS.SI OH de. 

prni-^in oc rftrnmhi nanfPfl : 

La figure 10 en annexe repr6sente la 
preparation de vecteurs permettant 1' expression de 
prot6ines recombinantes contenant les sequences peptidiques 
de l r invention. Le vecteur procaryote pQE30 (Qiagen) permet 
1' expression de g£nes sous la forme de prolines de fusion 
(ou proteines recombinantes) avec la sequence 6XHis. Ce 
vecteur porte I'origine de replication ColEl, le promoteur 
fort du phage T5 inductible par l'IPTG, le g£ne de la p- 
lactamase conferant la resistance a 1 1 ampicilline et un 
site multiple de clonage en 3' de la sequence codant 
l f etiquette 6XHis permettant le clonage d'un 
ADNcompiementaire en phase avec la sequence 6Xhis. 

Les oligonucleotides complementaires de 63- 

mer : 

. PAV1D : 

5 ' gat ccgtaaaacgaggactaaaactacgacacgtacgaccacgag 
taacacgaatggacgtaa 3' 
. PAV1L : 

5 ' ga t ct tacgtccattcgtgttactcgtggtcgtacgtgtcgtagt 
1 1 tag tec t eg 1 1 ttacg - 3 ' 

sont hybrid6s. Le segment d'ADN obtenu possede 
un site BamHI en 5' et un site Bglll en 3' . II code 
(caractdres en gras) pour la sequence peptidique PAV1 : 
VKRGLKLRHVRPRVTRMDV . Ce fragment est clone au site BamHI du 
vecteur pQE30. Les ADN compl6mentaires (ADNc) codant pour 
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la proteine virale Zebra (BZLF1) du virus d'Epstein-Barr 
(EBV) ou la proteine Zebra d616t6e de son domaine de 
localisation nucl6aire (nls) de 35 acides amines ont 6te 
obtenus par PCR. lis ont 6t6 clones au site BamHI du 
vecteur His-PAVl ou pQE30. Les plasmides resultants 
permettent 1' expression de proteines recombinantes His6- 
Zebra-PAVl, Hise-ZebraAnls-PAVl, Hiss-Zebra et Hiss- 
ZebraAnls apr£s transformation des bacteries E. coli. 

- t nHnrt i o n J py^ ra^i- 1 r>n piiri final-inn — das. 

prnf^-in ^g rprnmhinant-P.g ; 

La production des proteines recombinantes est 
induite a 37°C par addition d'IPTG (isopropyl-p-D- 
thiogalactopyranoside) 4 ImM aux cultures bacteriennes en 
phase exponentielle de croissance en milieu Luria Bertani 
suppl6ment6 a 40 pg/ml d f ampicilline . 12 heures aprds 
addition d f IPTG, les bacteries sont centrifug6es a 5700g 
pendant 15 min. 4 4°C. Le culot bact6rien est repris dans 5 
volumes de tampon de lyse d6naturant (20mM Tris-HCl pH7.8 ; 
0.5M NaCl ; 10% glycerol ; 6M Guanidine-HCl) . Apr&s une 
incubation de 20 min. a temperature ambiante sous agitation 
lente, le lysat est clarifi6 par une centrifugation de 30 
min. a 15000g k 4°C. Le surnageant contenant la proteine 
recombinante est conserve 4 -80 °C. 

Les proteines recombinantes * 6XHis sont 
purifi6es par chromatographic d'af finite sur une colonne de 
r£sine * TALON " (CLONTECH) prealablement equilibr6e avec 
du tampon de lyse d6naturant. Aprds 3 lavages successifs de 
la r6sine avec 10 volumes de tampon de lyse d6naturant 
contenant 10 mM d' imidazole, la protfeine recombinante li§e 
£ la colonne est renatur6e par un gradient de 6 k 0 M de 
Guanidine-HCl en tampon 20mM Tris-HCl pH7.8 ; 0.5M NaCl ; 
10% glycerol ; 0.5 mM PMSF. La proteine recombinante est 
eiu6e par un gradient de 20mM 4 1 M d' imidazole pH 8.0. Les 
diff6rents 61uats sont analyses sur gel d6naturant SDS- 
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Acrylamide 12%. Les fractions contenant la proteine 
purifi6e sont rassembl6es et dialysfees 2 heures k 4°C 
contre le tampon 20 iqM HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl. La 
prot6ine est concentr6e, aliquot6e et congelfee rapidement 
5 dans 1' azote liquide et conserve & -80°C. 

3) PopfiHo.Q "HHq^s. 

Les sequences suivantes (SEQ ID NO : 1 a 
10 SEQ ID NO : 48) sont list6es en annexe, conform6ment i la 

norme ST-25. 

SEQ ID NO : 1. Peptide r6agissant avec 
l'h6parine et issu de la sequence d'acides amines (3358- 
3372) de la lipoprot6ine B humaine (12), aussi designe ci- 
15 aprds HBP1. 

SEQ ID NO : 2. Peptide r6agissant avec 
I'hSparine dimere de la SEQ ID NO : 1, aussi d§sign§ ci- 
apres (HBP1)2. 

SEQ ID NO : 3. Peptide r§agissant avec 
20 l'h§parine trira^re de la SEQ ID NO : 1, aussi d6sign§ ci- 

apr6s (HBP1) 3. 

SEQ ID NO : 4. Peptide correspondant & la 
region CDR3 hypervariable de l'anticorps monoclonal murin 
anti-ADN F4.1 (13) . 
25 SEQ ID NO : 5. Peptide contenant les 

SEQ ID NO : 1 et SEQ ID NO : 4. 

SEQ ID NO : 6. Peptide contenant une partie des 
regions CDR2 et CDR3 de l'anticorps monoclonal murin F4.1 
(13). 

30 SEQ ID NO : 7. Peptide contenant les 

SEQ ID NO : 1 et SEQ ID NO : 6. 

SEQ ID NO : 8. Peptide correspondant k la 
region hypervariable CDR3 de l'anticorps monoclonal humain 
anti-ADN RTT79 (14). 
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SEQ ID NO : 9. Peptide contenant les 
SEQ ID NO : 1 et SEQ ID NO : 8 . 

SEQ ID NO : 10. Peptide r6agissant avec 
l'h6parine et contenant la SEQ ID NO : 1 et-la sequence du 
5 peptide correspondant & la region hypervariable CDR3 de 

I'anticorps monoclonal humain anti-ADN NE-1 (15), aussi 
design^ ci-apr6s sous le No. 1047. 

SEQ ID NO : 11. Peptide contenant la 

SEQ ID NO : 1 et la sequence du peptide correspondant & la 
10 region hypervariable CDR3 de I'anticorps monoclonal humain 

anti-ADN RT72 (16) . 

SEQ ID NO : 12. Peptide contenant la sequence 
du NLS (nuclear localisation signal) des cellules 3T3 et la 
SEQ ID NO : 6. 

15 SEQ ID NO : 13. Peptide contenant la 

SEQ ID NO : 1 et la sequence des regions CDR2 et CDR3 de 
I'anticorps monoclonal humain anti-ADN NE-1. 

SEQ ID NO : 14. Peptide contenant une partie de 
la region CDR3 de I'anticorps monoclonal murin F4.1 et de 
20 la SEQ ID NO : 6. 

SEQ ID NO : 15. Peptide contenant deux fois la 
sequence du peptide correspondant h la region hypervariable 
CDR3 de I'anticorps monoclonal humain anti-ADN NE-1. 

SEQ ID NO : 16. Peptide resultant de 

25 1' inclusion, en position 13-19, de la SEQ ID NO : 1 dans la 

SEQ ID NO : 15. 

SEQ ID NO : 17. Peptide r6agissant avec 
l'h6parine d6riv§ de la sequence d'acides amines de la 
lipoprot&ine E humaine (12), aussi d6sign6 HBP4. 
30 SEQ ID NO : 18. Peptide rSagissant avec 

l'heparine d6riv6 de la sequence d'acides amines de 
l'agrine (17), prot§ine de la matrice extracellulaire qui 
regule la dif f6renciation de la jonction neuromusculaire . 

SEQ ID NO : 19. DimSre d la SEQ ID NO : 18. 
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SEQ ID NO : 20. Peptide r6agissant avec 
l'h6parine d6riv6 de la sequence d'acides amin6s de 
n l' insulin growth factor binding protein" (18), 

SEQ ID NO : 21. Peptide rfeagissant avec 
l'h6parine et derive de la sequence d'acides amines de la 
partie C-terminale de la chaine A du facteur de croissance 
des plaquettes (19), aussi d6sign6 HPB6. 

SEQ ID NO : 22. Peptide contenant 12 lysines 
(K) et la SEQ ID NO : 6. 

SEQ ID NO : 23. Peptide contenant 12 lysines 
(K) et la SEQ ID NO : 5. 

SEQ ID NO : 24. Peptide pr6sentant une activit6 
anti-microbienne (29) . 

SEQ ID NO : 25. Peptide r6agissant avec 
l'h6parine et correspondant & la sequence de l f «insulin- 
like growth factor-binding protein »(18), aussi designs ci- 
aprds HBP2. 

SEQ ID NO : 26. Peptide r^agissant avec 
1'heparine et dira&re d'un peptide d§riv6 de la partie C- 
terminale de la sequence de la superoxide dismutase humaine 
(20) , aussi design^ ci-apr6s (HBP3)2. 

SEQ ID NO ; 27. Peptide reagissant avec 
l'h6parine et correspondant & la sequence SEQ ID NO : 26 
dans laquelle les acides amines sont en configuration D. 

SEQ ID NO : 28. Peptide reagissant avec 
1'heparine et dont la s&quence derive de la sequence SEQ ID 
NO : 26 et contient le motif RGD liant s61ectivement les 

av int6grines (21) . 

SEQ ID NO : 29. Peptide rfeagissant avec 
l'h6parine et constitu§ des peptides de SEQ ID NO : 1 et 
SEQ ID NO : 17, aussi d6sign6 ci-apr6s HBP1-HBP4. 

SEQ ID NO : 30. Peptide rfeagissant avec 
I'hfeparine et d6riv§ de la partie C-terminale de la 
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sequence du facteur de croissance des cellules 6pidermales 
(EGF) (22) , aussi d6sign§ ci-apr£s HBP7 . 

SEQ ID NO : 31. Peptide r6agissant avec 
l'h6parine et correspondant au peptide dont la sequence est 
SEQ ID NO : 12 ou les acides amines sont en position recto 
verso. 

SEQ ID NO : 32. Peptide r6agissant avec 
l'heparine et correspondant & la sequence SEQ ID NO : 30 
dans laquelle les acides amines sont en configuration D. 

SEQ ID NO : 33. Peptide r6agissant avec 
l'heparine et contenant une partie de la s6quence du 
facteur acide de croissance (aFGF) des fibroblastes (6), 
aussi dfesigne ci-apr6s HBP8. 

SEQ ID NO : 34. Peptide r§agissant avec 
l'heparine et contenant une partie de la sequence du 
facteur basique de croissance (bFGF) des fibroblastes, 
aussi d§sign6 ci-apr6s HBP9. (23) . 

SEQ ID NO : 35. Peptide r6agissant avec 
l'heparine et correspondant a une partie C-terminale de la 
sequence des mucines intestinales (24) , aussi d6sign§ ci- 
apr6s HBP10. 

SEQ ID NO : 36. Peptide reagissant avec 
l'heparine et contenant une partie de la sequence C- 
terminale de 1' interferon y humain (25), aussi d6signe ci- 
apr6s HBP11. 

SEQ ID NO : 37. Peptide rfeagissant avec 
l'heparine et contenant une partie de la sequence de la 
sous-unit6 p40 de 1' interleukine 12 humaine (26) , aussi 
d6sign6 ci-apr6s HBP12. 

SEQ ID NO : 38. Peptide r6agissant avec 
l'heparine et contenant une partie de la s6quence du 
facteur la d6riv6 des cellules stromales (27) , aussi 
designe ci-apres HBP13. 



WO 01/64738 PCT/FR01/00613 

37 

SEQ ID NO : 39. Peptide r&agissant avec 
l'h6parine et comprenant une partie de la sfequence de 
l'« heparin binding protein » (CAP37) (28), aussi d6sign6 
ci-apr6s HBP15 . 

SEQ ID NO : 40. Peptide rfeagissant avec 
l'h6parine correspondant au peptide de sequence SEQ ID NO : 
10 (1047) additionn6 de 13 lysines en N-terminal. 

SEQ ID NO : 41. Peptide r6agissant avec 
l'h6parine correspondant au peptide de sequence SEQ ID NO : 
28 ((HBP3)2) additionn6 de 13 lysines en N-terminal. 

SEQ ID NO : 42. Peptide r§agissant avec 
l'heparine correspondant au peptide de sequence SEQ ID NO : 
39 (HBP10) additionn6 de 13 lysines en N-terminal. 

SEQ ID NO : 43. Peptide prfesentant une activity 
anti-microbienne et contenant les peptides de sfequences SEQ 
ID NO : 10 (1047) et SEQ ID NO : 24. 

SEQ ID NO : 44. Peptide pr6sentant une activity 
anti-microbienne et contenant les peptides de s6quences SEQ 
ID NO : 24 et SEQ ID NO : 30 (HBP7). 

SEQ ID NO : 45. Peptide presentant une activite 
anti-microbienne et contenant les peptides de sequences SEQ 
ID NO : 24 et SEQ ID NO : 38 (HBP13) . 

SEQ ID NO : 46. Peptide comprenant le peptide 
de s6quence SEQ ID NO : 26 (HBP3)2 additionne en N-terminal 
de glycine-phtaloyl . 

SEQ ID NO : 47. Peptide comprenant le peptide 
de sequence SEQ ID NO : 21 (HBP6) additionn6 en N-terminal 
d'un motif salicylyl. 

SEQ ID NO : 48. Peptide comprenant le peptide 
de sequence SEQ ID NO : 21 (HBP6) additionn6 en C-terminal 
d'un motif salicylyl. 
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b) Popi-iHpQ fnnrfinnnal i qpr 

Ces peptides correspondent aux SEQ ID NO : 1 4 
48 ci-dessus mais portant f du cot6 N-terainal, ou bien une 
cysteine qui permet le couplage covalent & des substances 
d'int6ret (voir ci-dessous) ou de la biotine permettant 
1' association non-covalente des peptides avec la 
streptavidine ou I'avidine conjuguee h de la peroxydase 
(voir points (1) et (2) ci-dessous) 

II - M^ani gmo Ho p^n^rati nn Hps pppf-iriPR. 
1) Tmplirafinn Hp« gl yrrxtami nngl yranps — (GAG) . 

Les peptides p6n6trent dans les cellules par 
endocytose m6diee par les GAG presents sur les membranes de 
toutes les cellules eucaryotes. Des tests ont et§ effectues 
pour voir leur role dans la penetration des peptides. 

a) I/heparine (50 jig/ml) a 6t£ incub£e avec les 
cellules pendant 1 heure avant d'ajouter les conjugues 
peptide-p£roxydase a 0 f 2fig/ml pendant 2 heures. Les 
cellules ont ensuite 6t6 lysees et la peroxydase dos6e. 

L'h6parine A 50 pg/ml inhibe totalement 
1' internalisation de tous les peptides dans les cellules 
H1299 et HeLa. 

La quantit6 d f h6parine n6cessaire pour inhiber 
50% de la penetration des peptides couples la peroxydase 
a 6t6 6valuee avec ces deux types de cellules , en incubant 
les cellules avec les conjugu6s peptide-p6roxydase avec des 
concentrations croissantes d'heparine. Les resultats de 
1' inhibition de 1 T internalisation des peptides sont 
exprim6s en concentration d T h£parine ( jig/ml) dans le 
tableau 2 ci-dessous. 
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Tableau ? 





Peptide SEQ ID NO : 26 
(HBP3)2 


Peptide SEQ ID NO : 
21 (HBP6) 


Cellules 3T3 


14,5 jm/ml 


4,1 


Cellules HeLa 


8,5 


2.3 



Ces experiences d6montrent le role des sulfates 
d'h6parane dans la p6n6tration des peptides. 
5 b) Les cellules CHO-745 sont d£riv6es des 

cellules CHO. Elles sont d6ficientes en xylosyltransf6rase 
qui participe 4 la formation des sulfates de chondroitine 
et d'h£parane de la membrane. Les complexes peptides- 
avidine peroxydase ne penetre pas dans les cellules CHO-745 
10 quel que soit le peptide teste. 

Ceci demontre 1' importance des chondroitines 
heparane sulfate de la membrane cellulaire dans la 
penetration des peptides. 

15 2) Tmpliral-inn Hn m4>t- ahnl i ship rpllnlairp. 

Afin de comprendre les m6canismes biologiques 
par lesquels les peptides p6n£trent dans les cellules et 
leur compartimentalisation, des experiences sont faites 
avec des drogues, dont 1' action sur certains compartiments 
20 cellulaires est sp6cifique. Les peptide-p6roxydase ont 6t6 

incub§s avec des cellules H1299 & une concentration de 
0 f 2jig/ml pendant 2 heures en presence ou non de drogue. Les 
cellules ont 6t6 lys£es et la peroxydase dos6e dans le 
lysat cellulaire. 

25 Le tableau 3 ci-dessous rapportent le 

pourcentage d' inhibition de 1' internalisation des peptides 
calcuie par rapport aux valeurs donn6es par le lysat des 
cellules incub6es sans drogue. 
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Tab! pan ^ 





Peptide SEQ ID 
NO : 26 (HBP3) 2 


Peptide SEQ ID 
NO : 30 (HBP7) 


Peptide SEQ ID 
NO : 35 (HBP10) 


la temperature 
(4°C) 


100 


100 


100 


1'azide de 
sodium (0,1%) 


70 


70 


50 


sodium (80mM) 


51 


69 


27 


le chlorure 
d' ammonium 
(50mM) 


76 


70 


30 


la genisteine 
(200uM) 


59 


68 


70 


la chloroquine 
(lOOuM) 


82 


79 


76 



La p6n6tration des peptides test6s est 
compldteroent inhib§e par 1' incubation des cellules & 4°C 
5 avec tous les peptides- Elle est inhib6e en partie par des 

inhibiteurs du m6tabolisme. cellulaire comme 1'azide de 
sodium (inhibiteur de l'ATPase), la genisteine {inhibiteur 
de la tyrosine kinase et de la liaison 4 1 1 ATP) - Le 
mecanisme d' internalisation est done dependant de 
10 1/ 6nergie . 

La p6n6tration des peptides HBP3 et HBP7 est 
inhibfee d'un m§rae ordre de grandeur par la chloroquine ce 
qui reflate une internalisation dans les memes 
compartiments du cytoplasme cellulaire (v6sicules 

15 endosomiales, reticulum endoplasmique) a'lors que le 

chlorate de sodium et le chlorure d' ammonium (qui evite 
1' acidification des v6sicules endosomiales inhibant ainsi 
le trafic intracellulaire) intervient beaucoup moins sur 
1' internalisation du peptide de sequence SED ID NO : 35. 

20 Ceci sugg^re que les peptides penetrent dans les cellules 

par des m6canismes similaires & ceux utilisfes par 
diff6rentes toxines sans cependant presenter de toxicit6. 
Les routes intracellulaires jusqu'a la zone du Golgi et le 
trafic retrograde semblent distincts selon les peptides. 

25 
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1) gtralnatio n Ho la rapRCi t£ d&S pppt 1 (IPS k 

La capacity des peptides SEQ ID NO : 1 a 21 £ 
se fixer sur 1 1 ADN et l'h6parine est evalu6e sur des 
plaques EL ISA sensibilis6e avec de 1' ADN ou de I'hfeparine. 
Des dilutions des peptides biotinyl6s sont d6pos§es sur les 
plaques et leur fixation est mise en Evidence k l'aide de 
streptavidine conjugu^e & de la peroxydase. L'activit6 de 
la peroxydase est r6v£16e avec de l'orthodianisidine et 
H2O2 comme substrat. L'avidit6 de chacun des peptides pour 
1 r ADN ou I'heparine est §valu6e par la quantity (x 10" 6 M) 
de peptides n6cessaire pour obtenir 50% de fixation. Les 
resultats obtenus sont rapportfes dans le tableau 4 ci- 
dessous. 



SEQ 


ADN 


Heparine 


Chondroi- 


Chondrol- 


Chondrol- 


ID NO 






tine A 


tine B 


tine C 


1 


>100 


>100 


>100 


>100 


>100 


2 


2,2 


0,76 


0,55 


0,6 


0,55 


3 


0,05 


0,041 


0,037 


0,041 


0.035 


4 


4 


5 


5,6 


6,2 


5 


5 


0,11 


0,11 


0,13 


0, 11 


0.11 


6 


0,19 


0,16 


0,24 


0,25 


0,22 


7 


0,05 


0,05 


0,06 


0, 04 


0,06 


8 


>150 


>150 


>150 


>150. 


>150 


9 


3,7 


3,7 


0,017 


0,5 


>8 


15 


3 


>30 


0,2 


4 


5 


16 


0,019 


0,024 


0,012 


0,009 


0,002 


17 


>150 


>150 


>150 


>150 


>150 


18 


>134 


>134 


>134 


>134 


>134 


19 


>74 


>74 


>74 


>74 


>74 


20 


0,09 


0,07 


0,06 


0,04 


0,1 


21 


0,2 


0,07 


0,12 


0,12 


0,12 



II ressort de ce tableau que l'af finite de la 
SEQ ID NO : 1 pour I'ADN est tr6s faible tandis que celle 
de son dimfere (SEQ ID NO : 2) et de son trim^re 
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(SEQ ID NO : 3) est tr£s grande. II apparait en outre que 
1' association de la SEQ ID NO : 1 avec des vecteurs 
peptidiques augmente consid6rablement 1" affinity de ces 
vecteurs pour l'ADN [comparer les SEQ ID NO : 4 et 5, 6 et 
7, 8 et 9, et 15 et 16] . 

De fagon similaire, l f affinity de la 
SEQ ID NO : 17 et de la SEQ ID NO : 18 pour l'ADN, 
l'hSparine et les chondroltines sulfates est tres faible. 
Par contre, 1' affinity pour ces mol6cules du dim&re de la 
SEQ ID NO : 18 (SEQ ID NO : 19) est plus grande. Les 
SEQ ID NO : 20 et 21 qui contiennent un plus grand nombre 
d'acides amines parmi lesquels un nombre §lev6 d'acides 
amines basiques possfedent une grande af finite pour l'ADN, 
l'h6parine et les chondroitines sulfates. 

L'avidit6 des peptides SEQ ID NO : 25 k 39 pour 
divers prot6oglycanes (Kd x 10- 9 M) l^heparine et les 
sulfates de chondroltines est 6valuee par la quantite de 
peptides n6cessaires pour obtenir 50% de fixation sur les 
diff§rents antig§nes. Les resultats sont rapportes dans le 
tableau 5 ci-dessous. 



Peptides 


Heparine 


Chondrol- 
tine A 


Chondrol- 
tine B 


Chondroi- 
tine C 


(HBP1) 3 


41 


37 


41 


35 


HBP2 


70 


60 


40 


100 


(HBP3)2 


20 


51 


43 ' 


6 


(HBP3) 2RGD 


407 


nt 


nt 


nt 


HBP6 


16 


135 


110 


12 


HBP7 


54 


78 


58 


19 


HBP8 


168 


225 


260 


110 


HBP9 


45 


47 


47 


25 


HBP10 


78 


112 


229 


39 


HBP11 


382 


287 


301 


205 


HBP12 


295 


176 


173 


93 


HBP 13 


56 


56 


38 


16 


HBP15 


100 


100 


100 


100 



II ressort de ce tableau que l'avidite pour 
l'heparine des peptides SEQ ID NO : 33 (HBP8) , 36 (HBP11) 
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et 37 (HBP12) est nettement plus f aible . (>100xlO" 9 M) que 
celle des autres peptides qui est en moyenne comprise entre 
20 et 80xl0~ 9 M. 1/ avidit6 des diff6rents peptides av c les 
sulfates de chondroltines A, B, et C est dans 1' ensemble du 
m§me ordre de grandeur que celle pour l'heparine. Ainsi 
1* avidity des peptides SEQ ID NO : 34 (HBP9) et SEQ ID NO : 
38 (HBP13) aussi bien pour l'h6parine et pour les 3 
chondroltines est 46-50 xlO~ 9 M, tandis que celle des 
peptides SEQ ID NO : 33 (HBP8) , 36 (HBP11) et 37 (HBP12) , 
aussi bien pour l'heparine que pour les 3 chondroltines , 
est >100xl0~ 9 M. Le peptide modifi6 SEQ ID NO : 28 (HBP3 
+RGD) a perdu son affinity pour l'h6parine. 

2) faainaf^n Ho La pftnfrfraf-i on — des pppf i ries 

Les cellules sont cultiv6es en presence des 
diff6rents peptides portant, du cote N-terminal, de la 
biotine a des concentrations d6croissantes (50 a 6 jig/ml) 
dans le milieu de culture pendant des temps variables (1-18 
heures) . 

A la fin de la culture , les cellules sont 
lav§es trois fois avec du PBS (0,15 M NaCl tamponn6 avec 
0,01 M tampon phosphate de potassium pH 7,4) puis fix6es 15 
minutes dans l'6thanol a -20°C. La p6nfetrat£on du peptide 
est evaluee apres incubation pendant 30 minutes avec de la 
streptavidine conjuguee k la peroxydase (en abreg6 S-PO 
pour streptavidine-peroxydase) . Ensuite, la S-PO est 
§liminee et les cellules sont lav6es. L' activity de la 
peroxydase internalisee est r6v616e par la diaminobenzidine 
en presence d'H202 et les cellules sont examinees au 
microscope (30) . 

L'examen au microscope a montr§ que certains 
des peptides utilises (SEQ ID NO : 1, 4, 11, 12, 17 et 18) 
ne donnent pas de coloration cytochimique positive 
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intracellulaire. Avec les autres peptides, des colorations 
positives, mais d' intensity variable, ont 6t6 not6es. Une 
faible coloration a 6t§ observ6e avec les SEQ ID NO : 2, 6, 
8 et 19 tandis qu'avec les autres peptides des colorations 
intenses ont 6t6 obtenues. 

II est int&ressant de noter que tous les 
peptides qui contiennent la SEQ ID NO : 1, c'est-a-dire le 
PLH de la lipoprotiine B humaine, donnent une coloration 
positive a l f exception de la SEQ ID NO : 1 elle-mSme 
(monom^re) et de la SEQ ID NO : 11. 

En ce qui concerne les SEQ ID NO : 1, 17 et 18, 
il s'agit de peptides courts qui correspondent aux PLH de 
la lipoproteine B et la lipoprot§ine E humaines, et de 
l'agrine. A la difference de ces peptides monom^res, leurs 
dimSres (SEQ ID NO : 2) et surtout le trimfere de la 
SEQ ID NO : 1 (SEQ ID NO : 3) donnent des colorations 
nettement positives. 

Pour ce qui est de la SEQ ID NO : 11, il est 
constitu£ de la SEQ ID NO : 1 et du CDR3 de l'anticorps 
monoclonal humain anti-ADN RT72 (cod6 par la lign6e 
germinale) qui ne contient qu'un seul acide amin6 basique 
(K) . A la difference de la SEQ ID NO : 11, les 
SEQ ID NO : 5, 7, 9 et 10 constitu6s de la SEQ ID NO : 1 et 
des CDR2 et/ou CDR3 d'anticorps monoclonaux anti-ADN (cod6s 
par la lignee germinale) , contiennent un nombre 61ev§ 
d' acides amines basiques, donnent des colorations intenses. 

D'une part, ces resultats sugg^rent qu'un 
minimum de 3 a 5 acides amines basiques en exc6s doivent 
Stre presents dans la sequence des peptides pour que le 
peptide soit capable de pen6trer & l'int6rieur des 
cellules. D' autre part, la SEQ ID NO : 1 n'est capable 
d'augmenter le pouvoir de translocation des CDR2 et/ou CDR3 
anti-ADN que lorsque ces derniers poss&dent un nombre eleve 
d' acides amines basiques. 



10 
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L'examen au microscope a montr6 que tous les 
peptides SEQ ID NO : 25 k 48 donnent des colorations 
cytochimiques positives & une concentration de 6 ng/ml, 
bien que d' intensity variable selon les peptides. 

3) Bvalnat inn Ha la ppn^rafinn dans 1 ft 51 

^llnlog Hpq rnmplovafl pppf j dp/ ,St* TPpt AVI fjj TIP Oil 

ppphiHp/affiHin P rnnplpg a la pPTOXydrLSP QU — dfiLS POH jligilPS 

pppf i dps/pprnxyda.sp . 



a) Dn complexe peptide biotinyl6/S-P0 ou 
biotinyl6/A-PO (A-PO pour avidine-peroxydase) est prepar6 
extemporan6ment de deux fagons : 

- soit dans un rapport molaire peptide :S-PO ou 
15 A-PO de 4:1 (par exemple 1,4 de peptide de poids 

mol§culaire 3500 pour 10 jig de S-PO ; le poids de S-PO 
utilise varie selon les peptides puisque leurs poids 
moleculaires sont diff^rents) . 

- soit dans un rapport molaire peptide : S-PO 
20 ou A-PO de 25:1 (par exemple 1,7 \ig de peptide de poids 

mol6culaire 3500 pour 1 \xg de S-PO) . 

Les complexes sont pr6par6s en incubant le 
peptide biotinyl6 avec la S-PO ou la A-PO dans du PBS sous 
un volume de 5 a 10 jil pendant 15 minutes a la temperature 

25 du laboratoire. lis sont dilu6s ensuite dans 1 ml de milieu 

complet de culture, filtr6s sur membrane de 0,2 micron et 
incubes avec les cellules pendant 4 heures. Les cellules 
sont ensuite lavfees trois fois avec du PBS. 

Pour 6valuer au microscope la penetration des 

30 complexes, les cellules sont fix6es comme pr6c6demment 

pendant 15 minutes dans l'6thanol d -20°C, lav6es au PBS, 
et l 1 activity de la peroxydase internalis^e est rev616e par 
la diaminobenzidine en presence d'H202. 
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Pour roesurer la quantit6 des complexes 
peptide/S-PO ou A-PO internalis6e, les cellules sont 
trypsinisfees, transf6r6es dans des microtubes et comptfees. 
Elles sont lav6es deux fois par centrifugation puis le 
culot est mis en suspension dans 200 \il de tampon de lyse 
(tampon Tris, 0,1 M f pH8 f 0,5% Nonidet) . Apr&s 15 minutes, 
la peroxydase contenue dans le tampon de lyse est dos6e sur 
des plaques de 96 puits avec de l f ortho-dianisidine et H2O2 
par comparaison avec une courbe etalon de S-PO. La lecture 
se fait 4 450 nm. La quantity contenue dans les diff^rents 
§chantillons est exprimee en picogrammes (pg) pour 10 
cellules. 

En general, les resultats obtenus en examinant 
les cellules au microscope optique sont en bonne 
correlation avec les resultats obtenus en mesurant la 
peroxydase internalisee. C'est pour cette raison que, dans 
ce qui suit, seuls les resultats quantitatifs obtenus avec 
un certain nombre de peptides sont donnas dans le tableau 6 
et 7 et les figures 1 & 3. 

Le tableau 6 represente 1' evaluation de la 
capacity de p6n6tration de peptides constitu6s de 
diff6rents PLH, issus de protfeines varices dans les 
cellules H1299, en utilisant des complexes peptide :S-PO de 
4:1 et une concentration de peptide de 1 (ig. ( 



Tableau 6 





Cellules H1299 (pg/10* cellules) 


SEQ ID NO : 1 


3 


SEQ ID NO : 2 


84 


SEQ ID NO : 3 


642 


SEQ ID NO : 17 


3 


SEQ ID NO : 18 


3 


SEQ ID NO : 19 


167 


SEQ ID NO : 20 


431 


SEQ ID NO : 21 


1680 
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Les r6sultats montrent clairement que, pour 
qu f un vecteur soit efficace dans le transfert 
intracellulaire du complexe S-PO (PM « 100.000), un minimum 
de 6 acides amines basiques doit etre present 
(SEQ ID NO : 2, 3, 19-21) . 

Le tableau 7 ci-dessous rapporte les resultats 
de 1' Evaluation de 1 1 influence de la SEQ ID NO : 1 sur la 
p6n§tration, dans les cellules H1299, de peptides couples a 
la SEQ ID NO : 1, oil : 

Concentration a : 25 peptides pour une molecule 

S-PO (1 >ig), 

Concentration b : 4 peptides pour une molecule 



de S-PO (10 jig) . 

Tableau 7 



PEPTIDES N'INCLUANT PAS 
LA SEQ ID NO : 1 
(oa/10 4 cellules) 


PEPTIDES INCLUANT 
LA SEQ ID NO : 1 
(pa/10 4 cellules) 


SEQ ID NO : 4 
cone, a 
cone, b 


2 
280 


SEQ ID NO : 5 
cone, a 
cone, b 


100 
6250 


SEQ ID NO : 6 
cone, a 
cone, b 


1 

130 


SEQ ID NO : 7 
cone . a 
cone . b 


240 
220 


SEQ ID NO : 8 
cone, a 
cone, b 


50 
1310 


SEQ ID NO : 9 
cone . a 
cone, b 


340 
8280 


SEQ ID NO : 15 
cone, a 
cone, b 


250 
6670 


SEQ ID NO : 16 
cone, a 
cone, b 


430 
5220 



II ressort du tableau 7 que le couplage de la 
SEQ ID NO : 1 avec des vecteurs peptidiques issus des 
anticorps anti-ADN humains ou murins potentialise 
considErablement le pouvoir de translocation de ces 
vecteurs . 

La figure 1 est un graphique k bar res 
illustrant 1 f internalization de la streptavidine-peroxydase 
transportee par divers peptides biotinyl&s une nuit a 37 °C, 
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k la concentration a (0,5 nmole de peptide biotynil§ pour 
0,02 nmole de streptavidine-peroxydase) . 

Comme il ressort de cette figure 1, le couplage 
de la SEQ ID NO : 1 avec un vecteur donn6 (SEQ ID NO : 6), 
ce qui debouche sur la SEQ ID NO : 7, augmente 
significativement la capacite de transfert dudit vecteur. 
Cependant, le couplage, avec ce m§me vecteur 
(SEQ ID NO : 6), d'un peptide de merae longueur que la 
SEQ ID NO : 1 et de proche composition en acides amines, ce 
qui d6bouche sur la SEQ ID NO : 12, augmente a peine le 
pouvoir de translocation de ce vecteur. M§me le couplage 
d'un second CDR3 identique sur ladite SEQ ID NO : 6, ce qui 
debouche sur la SEQ ID NO : 14, n'aboutit pas £ une aussi 
forte augmentation que le couplage avec la SEQ ID NO : 1. 
En g6n6ral, 1 ' association de la SEQ ID NO : 1 a des 
vecteurs d'origine humaine (SEQ ID NO : 10 et 13) ou murin 
(SEQ ID NO : 5) donne naissance a des vecteurs 
particuli^rement efficaces. 

La figure 2 est un graphique a barres 
illustrant I 1 internalisation de la streptavidine-peroxydase 
(S-PO) et de 1 ' avidine-peroxydase (A-PO) transport6es par 
divers peptides biotinyl6s (2 heures £ 37 °C) & la 
concentration b (0,25 nmole de peptides biotinyl6s pour 
0,01 nmole de S-PO ou de A-PO). 

La figure 3 est un graphique £ barres 
illustrant le rapport entre 1* internalisation de la S-PO et 
celle de la A-PO par ces m§mes peptides biotinylfes, 2 
heures & 37°C, a la concentration b (0,25 nmole de peptide 
biotinyl6 pour 0,01 nmole de S-PO ou de A-PO). 

La comparaison, d'apr^s ces figures 2 et 3, du 
transfert de la S-PO et de la A-PO par les vecteurs sugg6re 
que la nature des substances a transferer influence plus la 
capacite de translocation des vecteurs d'origine totaleraent 
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murine (SEQ ID NO : 14) que celle des vecteurs renfermant 
le PLH d'origine humaine (SEQ ID NO : 7, 10 et 13). 

La figure 4 est un graphique & barres 
illustrant le rapport entre 1 ' internalisation de la S-PO 
transports par deux peptides biotinyl^s k 37 °C pendant 2 
heures et & 4°C pendant 2 heures. 

Les r6sultats obtenus indiquent que le pouvoir 
de translocation du vecteur d'origine huiaaine 
(SEQ ID NO : 10) est beaucoup plus d6pendant de la 
temperature <m6tabolisme actif des cellules) que celui du 
vecteur d'origine murine (SEQ ID NO : 14). 

b) Pour evaluer d'une fagon plus directe la 
p6n6tration des peptides en §vitant le biais de l'avidine- 
peroxydase f certains des peptides de sequence SEQ ID NO : 
25 & 48 ont 6t6 conjugu6s de fagon covalente par 
l r interm6diaire de la cysteine en position C-terminal du 
peptide & de la peroxydase. 

Le couplage des peptides avec la peroxydase a 
6t6 r§alis6 de la faqron suivante : 

On mg de peroxydase activ6e au maleimide 
(Sigma) dans 100^1 de tampon phosphate de sodium, NaCl 
0,15M, EDTA 5mM, est additionn6 de 1 mg de peptide. Aprds 2 
heures a la temperature du laboratoire, le p- 
mercaptoethanol est ajoute & une concentration finale de 
1,5 mM pendant 15 minutes. L' elimination du peptide non 
coupl6 se fait par centrifugation sur des membranes 
d' ultrafiltration (seuil de coupure = 30.000 daltons, 
Sartorius), suivie de trois lavages en tampon phosphate de 
sodium 0,1M, pH7,4 contenant 0,15M NaCl. 

Les cellules H1299 sont incub6es 2 heures avec 
les conjugu6s a des concentrations croissantes de peptide- 
peroxydase dans le milieu de culture puis lav6es au PBS. 
Les cellules sont lysfees et la quantity de peptide 
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internalist est 6valu6e par le dosage de la peroxydase dans 
le lysat des cellules en r6f6rence i une courbe 6tablie 
avec le peptide-p6roxydase. 

La quantitfe de peptide internalis6e (pg/10 3 
cellules) selon les concentrations de conjugue dans le 
milieu de culture est montree dans le tableau 8 ci-dessous. 



Tahlpan R 



Concentration (ua/rnl) 


0,01 


0,1 


0,5 


1 


Peptide SEQ ID NO : 28 


0,006 
(0,006)* 


1,7 
(1.6) 


37,9 
(7,6) 


8860 
(8,8) 


Peptide SEQ ID NO : 34 


0,002 
(0,01) 


1,4 

(1, 4) 


40,7 
(8,14) 


109 
(10.9) 



*: pourcentage de la quantity de peroxydase 
internalis6e par rapport & la quantite d6posee. 



II apparait que plus la concentration de 
conjugue peptide-p6roxydase est 61evee dans le milieu de 
culture, plus la quantity internalis6e augmente* 

Pour comparer la penetration des conjugufes 
selon le type cellulaire, les cellules de diff6rentes 
lignees ont 6t6 incub6es avec 0,2 jig/ml de conjugu6 
peptide-peroxydase pendant 2 heures et la quantity de 
peroxydase dos6e dans les lysats. Le tableau 9 et le 
tableau 9bis ci-apr6s donnent les rfesultats obtenus 
exprim6s en pg/10 3 cellules. La quantity de chaque peptide 
internalisee dans les diff^rentes lign6es ne varie que du 
simple au double en g6n6ral. 

L f internalisation des peptides HBP3 (SEQ ID 
NO : 26) et HBP7 (SEQ ID NO : 32) en configuration D est du 
m§me ordre de grandeur que celle des peptides homologues en 
configuration L. II en est de meme avec le peptide de SEQ 
ID NO : 30 et son homologue de SEQ ID NO : 31, qui poss&de 
une sequence d'acides amines en position recto-verso. 
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Tahipan q ? Internalisation des peptide-p§roxydase 



(pg/10 3 cellules) 





Lignees cellulaires 


Peptides 


3T3 


H1299 


HeLa 


1047 


35 


10 


4.7 


(HBP1) 3 


24.6 


17.7 


11.2 


(HBP3)2 


41 


27.8 


14.9 


HBP 6 


83.7 


21.9 


13.2 


HBP7 


48.8 


22.5 


11 


HBP8* 


7.6 


3.6 


2.1 


HBP9* 


9 


3.8 


3.4 


HBP10 


23.3 


7.9 


5.3 


HBP11 


20.3 


10.6 


4.4 


HBP12* 


5.7 


4.3 


2,5 


HBP 13 


18.1 


9.1 


4.1 



TaKioan ohi q r internalisation des peptide-peroxydase 

(pg/10 3 cellules) 





Lignees cellulaires 


Peptides 


3T3 


H1299 


HeLa 


(HBP3)2 


72,9 


67,4 


U f 4 


(HBP3)2 
Confiauration D 


63,7 


59,1 


4,1 


HBP7 


44,2 


63,3 


3,6 


HBP7 
Confiauration D 


50 


56,7 


7,7 


HBP7 recto verso 


75,9 


70,6 


8,7 



* a la limite de la methode de dosage et par 



consequent de la signification. 

4) Eva i ii* h inn Hp ]a pftnAfratinn rie.s rnnjngnfrs 

pe>pt-i H^g-Tgfc Hans 1 ppIIiiIps 

Deux mg d'anticorps IgG monoclonal ou de leur 
fragment F(ab')2 dans 1 ml de tampon phosphate de sodium 
0,1M, pH 7 contenant 0 f 15M NaCl sont additionn6s de 200 \xg 
de SMCC [4- (N-maleimidom6thyl) cyclohexane-l-carboxylate de 
succinimidyle] dans 10 \xl de dim6thylsulfoxyde et la 
solution est incubee pendant 30 minutes a la temperature du 
laboratoire. L' Elimination d'exc^s de reactif se fait par 
centrifugation sur des membranes d 1 ultrafiltration [seuil 
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de coupure = 10.000 Daltons (Da), Vivascience] , suivi de 
trois lavages en tampon phosphate de sodium 0,1M, pH 7 
contenant 0,15M de NaCl. 

Le couplage avec le peptide se fait ensuite 
dans un rapport molaire de 6 peptides pour 1 IgG dans le 
tampon phosphate de sodium, 0,1m, pH7, contenant 0,15M NaCl 
pendant 3 heures a la temperature du laboratoire. Ensuite 
l'exces de peptide non couple est eiimine par 
centrifugation sur des membranes, comme & l'etape 
pr6c6dente. 

Pour evaluer au microscope la penetration des 
conjugu§s, les cellules sont cultiv6es en presence des 
differents conjugues anticorps-peptides a des 
concentrations decroissantes (50 a 6 ng/ml) dans le milieu 
de culture pendant 4 heures a 37 °C. 

A la fin de la culture, les cellules sont 
lavees trois fois avec du PBS, puis fix6es 15 minutes dans 
l'ethanol & -20°C. La penetration du conjugu6 IgG-peptide 
est 6valuee apr6s incubation pendant 1 heure avec un 
anticorps anti-IgG de souris couple k la peroxydase. Les 
cellules sont ensuite lavees avec le PBS et 1' activity de 
la peroxydase est r6v616e par la diaminobenzidine en 
presence d'H202. 

Pour mesurer la quantity des conjugu6s 
peptides-IgG internalisee, les cellules sont trypsinis6es, 
transferees dans des microtubes et comptees. Elles sont 
lav6es deux fois par centrifugation puis le culot est mis 
en suspension dans 200 \il de tampon de lyse (tampon TRIS, 
0,1M, pH8, 0,5% Nonidet 40). La quantite d'IgG de souris 
presente dans le lysat est mesur6e par ELISA sur des 
plaques enduites avec de l f anticorps de mouton anti-IgG de 
souris et r6v616es par un conjugue anticorps de mouton 
anti-IgG de souris couple a la peroxydase, par reference & 
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une courbe 6talon 6tablie avec le m§me anticorps monoclonal 
ayant 6t6 conjugu6 au peptide. 

Les rfesultats sont regroup6s dans le tableau 
10, qui rapporte la p6n6tration d' anticorps monoclonaux 
murins ou de leurs fragments F(ab') 2 a l'int6rieur de 
cellules humaines H1299 f ou : 

a : anticorps monoclonal murin specifique 

de la prot6ine p53, et 

b : anticorps monoclonal murin sp6cifique 
de la prot6ine p21 issu d'un hybridome rat-rat. 



Quantity 
d f anticorps 
internalis6e 


Conjugu6 

SEQ ID NO : 10 

IaG b 


Conjugu6 

SEQ ID NO : 10 

Ffab , ) 2 b 


Conjugu6 

SEQ ID NO : 10 

F(abM 2 a 


pg/10 4 
cellules 


137 


620 


383 



Comrae il ressort de ce tableau, 1 ' utilisation 
des vecteurs d'origine humaine associes a la SEQ ID NO : 1 
permet une internalisation efficace d f anticorps dans des 
cellules humaines. II est & noter aussi que de plus grandes 
quantit6s d' anticorps sont transferees dans les cellules 
quand les vecteurs sont conjugu6s au F(ab')2 plutot qu'A 
1' anticorps entier. 

La figure 5 est un graphique k barres 
illustrant 1' internalisation d'un anticorps monoclonal 
murin IgGi couple a diff6rents peptides (4 heures & 
37 °C ; 30 yg/ml de conjugu6 depose) sur des cellules 
humaines H1299 et des cellules d'ovaires de hamster CHO. 

Comme il ressort de ce graphique les vecteurs 
d'origine humaine (SEQ ID NO : 10 et 13) sont plus 
efficaces pour le transfert de substances & l'int6rieur des 
cellules humaines que les vecteurs d'origine murine couples 
a la SEQ ID NO : 1 (SEQ ID NO : 7 et 5). En outre, les 
vecteurs d'origine humaine (SEQ ID NO : 10 et 13) sont plus 
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efficaces pour le transfert de substances a l'int6rieur des 
cellules humaines qu f & l'int6rieur des cellules de hamster. 

5) Ptrainafinn rifts rapari tfrs — de — penetration 

intrarpllnlair o Hog prnl-^inpg rPPOmhi nantPS pax 

t rntnimnfl n^rPQrftnrP _ 

Les cellules Hela sont ensemencees A la 

4 

concentration de 0,5 x 10 cellules dans une plaque 24 
puits contenant chacun une lamelle sterile. 24 heures 
apr6s, 50|ig/ml de prot6ine recombinante sont d6pos6es sur 
les cellules. Six ou dix-huit heures apr£s, les cellules 
sont lav6es 2 fois en PBS (phosphate-buffered saline) et 
fixees par une solution 4% PFA (paraformaldehyde) en PBS 
pendant 10 min. a temperature ambiante ou dissociees par la 
trypsine et remises 18 heures en culture sur lamelle puis 
fixees. Apr6s 3 lavages en PBS, les cellules sont 
perm6abilis§es par une solution 0.25% TritonX-100 en PBS 
pendant ,5 min. a temperature ambiante. Apres 3 lavage de 5 
minutes dans du PBS, les cellules sont incub6es 1 heure a 
temperature ambiante en chambre humide avec 1' anticorps 
monoclonal anti-RGS.His (Qiagen) dilu6 au 1/50 dans du PBS- 
0.1%BSA (bovine serum albumin). Apr6s trois lavages au PBS 
de 10 minutes, les lamelles sont incubees 30 minutes d 
temperature ambiante en chambre humide avec 1* antiserum de 
ch6vre anti-souris IgG conjugu6 FITC dilu6 au 1/200 dans du 
PBS-0.1% BSA. Les cellules sont lav6es deux fois dans du 
PBS pendant 10 minutes puis les lamelles sont mont6es sur 
lame avec du liquide de montage (Mounting Medium from 
Sigma) . Les cellules sont observes sous microscope 
confocal (Leica) . 

Les cellules Hela sont incub§es 18 heures avec 
la prot6ine recombinante HiS6-Zebra-PAVl et fixees (Figure 
17A) ou dissociees et remises en culture 18 heures avant 
fixation (Figure 17B) . L' observation des cellules au 
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microscope confocal r6v61e que les cellules incub6es 18 
heures pr6sentent a leur surface une fluorescence 
importante . Aucune fluorescence intracellulaire ne semble 
§tre d6tect6e dans cette experience. Cependant, une contre 
coloration des noyaux par DAPI ou HOECHST permettrait de 
l'af firmer. II ne peut etre exclu qu'une faible proportion 
de prot6ine ne soit internalis6e. En outre, il apparait 
qu'un unique motif peptidique PAV1 est suffisant pour 
adresser une prot6ine recombinante a la surface des 
cellules. Apr6s dissociation des cellules, la fluorescence 
se localise dans des v6sicules endosomales de diff6rentes 
tailles. La prot6ine recombinante HiS6-Zebra-PAVl est 
internalisee mais ne semble pas etre nucl6aire malgr6 le 
domaine nls de la proteine Zebra. 

Les cellules Hela sont incub&es 6 ou 18 heures 
avec la prot6ine recombinante Hise-ZebraAnls-PAVl et fixees 
(Figure 18A et 18B) ou dissoci6es apr6s 18 heures et 
remises en culture 18 heures avant fixation (Figure 18C) . 
D6s 6 heures f on observe une fluorescence nucl6aire qui 
s'accentue £ 18 heures. Des zones nucl6aires indiqu6es par 
des filches, pr6sentent une fluorescence plus importante. 
Pour les cellules dissociees, line fluorescence plus marqu6e 
se localise autour des nuclides. Contrairement & la 
prot6ine recombinante Hiss-Zebra-PAVl, la protfeine 
recombinante His6-ZebraAnls-PAVl d^pourvue du domaine nls a 
une localisation nucleaire. La sequence PAV1 semble 
adresser la prot§ine au noyau. 

Pour les cellules Hela t6moin (sans prot6ine) 
ou les cellules Hela incub6es avec les protfeines 
recombinantes HiS6-Zebra et HiS6-ZebraAnls, il n'a pas 6t6 
observ6 de fluorescence. 
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6) fTralnafinn in VI tm dfi l 'rirHvif 6 

^y+r^nvi rpio Ho la r^ftmirUagp a (RNflSP mn jlignftP — aiLX 

pppf irip.q. 

5 mg de RNase A bovine sont dissous dans 1 ml 
de tampon phosphate de sodium 0 f lM, pH 7 contenant 0,15 
NaCl. 

1 mg de SMCC est dissous dans 50 \il de 
dim6thylsulfoxyde (solution finale 20 mg/ml) . 

L* activation de la RNase A se fait en ajoutant 
12 f 5 jil de la solution de SMCC dans 200 \xl de la solution 
de RNase A (rapport molaire « 10 molecules de SMCC pour 
1 molecule de RNase A) . 

La reaction se fait pendant 30 minutes k la 
temperature du laboratoire. 

L 1 elimination d f exc6s de reactif se fait par 
centrifugation sur des membranes d' ultrafiltration (seuil 
de coupure « 5.000 Da, Vivascience) suivie de 3 lavages 
avec un . tampon 0,1 M phosphate de sodium contenant 0,15 M 
NaCl. 

Le couplage avec le peptide se fait ensuite 
dans un rapport molaire peptides: RNase A de 6:1 dans le 
tampon 0,1 M phosphate de sodium, pH 7, contenant 0,15 M 
NaCl pendant 3 heures 4 la temperature ambiante. 

L f exc6s de peptide non coupl6 es t t 61imin6 par 
centrifugation comme & l'6tape pr6c6dente. 

La quantity de peptide coupl£e & la RNase A est 
§valu6e par le poids molfeculaire des bandes obtenues aprfes 
couplage sur un gel SDS-polyacrylamide a 15% en acrylamide. 

Le r§sultat de 1 1 61ectrophor6se, comparant la 
RNase A seule (bande 1) a la RNase A coupl§e avec la 
SEQ ID NO : 10, est reproduit en figure 6 oh sont pr6sent6s 
deux essais de couplage (bandes 2 et 3) . 

La figure 7 montre le resultat d'une 
61ectrophor6se, mise en oeuvre de m§me fagon, et permettant 
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de comparer la migration de la RNase A seule (bande 5) et 
celle de la SEQ ID NO : 14 seule (bande 6) avec celle du 
produit de couplage de la RNase A avec la SEQ ID NO : 14 
(deux essais : bandes 1 et 2), avec la SEQ ID NO : 5 (bande 
3) et avec la SEQ ID NO : 10 (bande 4) . 

La RNase A coupl6e k des vecteurs d'origine 
humaine (SEQ ID NO : 10, 15 et 16) a et6 test6e pour son 
activit6 cytotoxique sur des cellules HH9 en culture par 
comparaison avec la RNase A native. 

a) fttrainaUnn *n zdLtra de VarH vi tft 

Les cellules sont ensemenc§es la veille dans 
des plaques de 96 puits a raison de 10 3 cellules par puits. 

Le lendemain, le surnageant est aspire et 
remplace par 100 jil de milieu contenant des dilutions 
successives de RNase A-vecteur ou de RNase A native et la 
culture poursuivie pendant 72 heures. 

Les puits sont ensuite additionn^s de 50 jil 
d'une solution de MTT (bromure de 3- (4, 5-dim6thylthiazol-2- 
yl)-2,5-diph6nyl t6trazolium) & 1 mg/ml dans le milieu de 
culture et cultivfes pendant 4 heures. 

Le surnageant est enlev6 et les puits sont 
additionn6s de 100 \il de dim6thylsulfoxyde. Apr£s 
dissolution des cristaux, la coloration est 1-ue k 550 nm. 

Les rfesultats sont calculus en pourcentage de 
la densit6 optique moyenne obtenue dans les puits de 
cellules contenant les dilutions des 6chantillons k tester 
et de la density optique des puits n'ayant re?u que du 
milieu. Ces r6sultats sont repr6sent6s graphiquement a la 
figure 8. 

Comme il ressort de la figure 8, la RNase A 
native n'a aucune activity cytotoxique. La cytotoxicity 
moyenne d 50% est obtenue k des concentrations de RNase A- 
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vecteur comprises entre 33 et 100 jig/ml, c'est-S-dire entre 
les concentrations molaires de 2 d 7xlO~ 7 M. 

b) PTraliiat-i rm in vjfm dfi 1/ RPH Vif 6 

Hela. 

Les diff6rents conjugufes peptide-RNase ont 6te 
testes sur des lign§es cellulaires varices. Les r6sultats 
sont exprimes en IC50 qui correspond k la concentration du 
conjugu6 peptide-RNase donnant 50% d' inhibition de la 
croissance des cellules apr6s 72 heures de culture. 

Le tableau 11 resume les r6sultats obtenus. II 
apparait que tous les conjugu6s poss^dent des activit6s 
cytotoxiques distinctes et que certains d' entre eux ont peu 
de pouvoir cytotoxique. 





Lignees Cellulaires 


Peptide- 
RNase 


HT29 


H1299 


HH9 


HOVEC 


3T3 


MCF7 


HeLa 


B16.F10 


(HBPD3- 


70 


100 


20 


80 


40 


90 


60 


25 


(HBP1) 2- 


nt* 


25 


nt 


nt 


nt 


nt 


nt 


nt 


HBP1-4- 


nt 


25 


nt 


nt 


nt 


nt 


6 


nt 


HBP 3- 


10 


12 


2 


15 


3 


15 


7 


12 


HBP6- 


45 


3 


3 


50 


3 


20 


12 


nt 


HBP -7 


45 


50 


2 


50 


6 


25 


15 


nt 


HBP 8- 


nt 


nt 


nt 


nt 


nt 


nt 


>100 


nt 


HBP9- 


nt 


nt 


100 


nt 


nt 


nt 


>100 


nt 


HBP 10- 


>100 


150 


33 


>100 


50 


150 


. 25 


nt 


HBP 11- 


>100 


>100 


60 


>100 


60 


>100 


20 


nt 


HBP 12- 


>100 


>100 


>100 


>100 


40 


>100 


>100 


nt 


HBP 13- 


40 


100 


8 


65 


14 


>100 


3 


nt 


HBP 14- 


>100 


250 


>100 


>100 


55 


90 


25 


nt 


HBP 1047- 


>100 


250 


60 


>100 


55 


90 


30 


>100 



*nt : no 
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7) P.TTa1nafiAn in xrUm Ha T 'a/HHTTi1-£ rytntny i qilP. 
Ho la PMaco A rnnjngn^p any poplHHpg SHX d£-S f UTDPHrft 

a) Prnfnrol p 1 . 

Des souris nudes femelles de 6 semaines ont et§ 
inject6es en sous-cutan6 avec 3x10 6 cellules HH9 sous un 
volume de 50 \il dans le flanc gauche. Au jour 17 apr6s la 
greffe, les tumeurs sont mesur6es et les souris sont 
divis6es en 3 groupes : groupe 1 (7 souris) injects avec 
100 ^g d'un couplage SEQ ID NO : 10/RNase A dans 50 jtl de 
PBS, groupe 2 (7 souris) injects avec 50 fig de RNase A 
native dans 100 jil de PBS, groupe 3 (6 souris) injects avec 
50 \il de PBS. Les injections sont poursuivies trois fois 
par semaine dans les memes conditions. A chaque fois, les 
tumeurs sont mesurees et leur volume est calculi selon la 
formule V = 4/3uxL 2 l (L>1) oil L correspond au grand 
diam&tre de la tumeur et 1 au petit diam6tre de la tumeur. 

Les resultats sont rapportes graphiquement k la 

figure 9. 

Comme le montre cette figure, k partir du 33*** 
jour, la progression du volume des tumeurs est nettement 
ralentie par la RNase A coupl6e k la SEQ ID NO : 10. 

II semblerait que la cytotoxicity soit plus 
importante pour certaines cellules tumorales que pour 
d' autres . 

b) Prntnrnlp 9 . 

Les souris nues ont 6t6 greff^es en sous- 
cutan£e avec les cellules tumorales HH9 comme d6crit 
pr§c6demment . Le jour 9 apr6s la greffe, les souris ont 
re^u 2 fois par semaine, en injection p6ritumorales, 100 \iq 
de Rnase, ou 65 jig de peptide (HBP3)2 ou 65 jig de peptide 
(HBP3)2 + 100 ^g de Rnase, ou 100 \ig de conjugu6 peptide 
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(HBP3)2-RNase ou de conjugufe HBP6-Rnase. Le jour 26, les 
souris ont 6t6 tu6es et leur tumeur pes6es. 

L' inhibition de la croissance des tumeurs HH9 
trait6es par les conjugu6s peptide-RNase est donn£e dans le 
5 tableau 12- L' inhibition de croissance des tumeurs des 

souris trait6es est calcul6e par rapport au poids moyen des 
tumeurs de souris ayant re?u NaCl. 



Tahlpan 1? 



Groupe 
Rnase 


NaCl 


(HBP3)2 


(HBP3)2 
+RNase 


(HBP3) 2 
-Rnase 


HBP 6- 
Rnase 


HBP7- 
Rnase 


Tumeurs* 


1720 


1560 


1500 


790 


810 


830 


Inhibit i 
on** 




10 


13 


54 


53 


52 



* poids moyen des tumeurs des 6 souris du meme 
10 groupe en mg 

** % 

Les 3 conjugu6s peptide-RNase inhibent la 
croissance des tumeurs de fagon 6quivalente, alors que le 
peptide seul ou additionn6 de RNase a peu d'effet. 

15 

8) Tran.gfprhinn in iHf-rn de PPl 1 1ll Pfl aVRC — La 

pi actni Hp Hp la InrifpraftP a 1 'aiHp rip.g pppHHftft. 

a) Tran.Qfprtinn Hps nftllnlftfl HHO. 

Le plasmide utilise est le PCMV-LUC (6,4kb) 
20 portant le gdne de la lucif^rase sous le contr61e du 

promoteur du cytomegalovirus humain. 

Les complexes plasmide-peptide sont pr6par6s en 
additionnant 3 \iq de plasmide dans 50 ^1 de NaCl, 0,15 M et 
3,3 nmoles de SEQ ID NO : 22 et 23 pendant 15 minutes. Les 
25 complexes sont pr6par6s en triplicata. 

Des cellules CHO sont cultiv§es dans le milieu 
MEM Alpha coraplet contenant 6% de s§rum de veau foetal et 
ensemenc6es k 5xl0 4 cellules par puits d'une plaque de 24 
puits la veille de 1 1 experience . Les puits sont alors 
30 d6barrass6s du milieu et additionn6s du complexe plasmide- 
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peptide (3 \ig de plasmide et 3,3 nmoles de peptide dans 0,5 
ml de milieu complet pendant 5 heures a 37 °C) . Le milieu 
est alors remplac6 par du milieu complet et la culture est 
poursuivie pendant 18-20 heures. Les cellules sont alors 
lav6es trois fois avec du PBS puis lys6es avec 100 jil de 
tampon de lyse (Promega) contenant 1% Triton X-100 et 2 mM 
DTT. 

II est alors pr61ev6 15 jil du lysat pour 
mesurer la luciferase avec le kit Promega luciferine et 15 
autres \xl pour calculer la quantity de prolines dans le 
lysat par le test de Bradford. Les unites relatives de 
luciferase (RLO) sont rapport6es au mg de prot6ines. 

Les resultats sont rapport§s dans le tableau 13 

ci-dessous. 





RLU 10 b /mg de prot&ines 


SEQ ID NO : 22 


1/9 


SEQ ID NO : 23 


11,5 



Les r6sultats montrent que 1' expression de la 
luciferase est possible en complexant le plasmide avec un 
des vecteurs et que cette expression est augment6e de 6 
fois (SEQ ID NO : 23) par l 1 addition de PLH de 
l'apolipoprot6ine k la SEQ ID NO : 22. 



b) Trangf^f^n Hps rpllnlpg 

- Torhnignp ; Le plasmide pCMVLUC (portant le 
gdne de la lucif 6rase) f ourni par Qiagen est utilis6 selon 
leurs instructions. Des cellules 3T3 sont ensemenc6es la 
veille dans des plaques de 24 puits (8xl0 4 cellules/puits) 
dans du milieu de culture complet. 

Le peptides et le plasmide sont complexes dans 
un rapport de 1,6 nmoles/ \ig dans 50 jil de NaCl 0,15M 
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pendant 20 minutes a la temp6rature du laboratoire. Les 
cellules sont alors lav6es et le complexe peptide-plasmide 
ajoute sur les cellules dans 0,5ml d milieu complet. Aprds 
5 heures d' incubation i 37°C, le milieu rSactionnel est 
61imin6 et 1 ml de milieu complet est ajoute aux cellules. 
Apr6s 24 heures de culture, les cellules sont lav6es alors 
3 fois avec du PBS et lysees par 100 nl de tampon de lyse 
(Promega) contenant 1% de Triton X-100 et 2mM DTT pendant 
15 minutes. Le test de la lucif§rase est effectu6 sur le 
lysat de cellules apr£s centrifugation. La quantity de 
prot^ine dans le lysat est mesur§e k l'aide du test de 
Bradford (Bio-Rad) et calculee selon une courbe 6tablie 
avec des gamma globulines de boeuf. L' activity de la 
luciferase est estim6e sur 15 jil de lysat additionn§ de 
100 ^1 du r^actif de la luciferase contenant de la 
lucif6rine (Promega) . Les unites relatives (RLU) de 
luciferase sont mesur6es dans un luminomdtre (Berthold 
Systems) et rapport6s aux mg de prot6ine. 

p^cnUai-Q : La Quantit6 de lucif6rase 
exprim6e par les cellules transfect^es est montr&e dans le 
tableau 14 ci-dessous. 



Tableau 14 



pCMVLUC 


seul 


Peptide SEQ 
ID NO : 40 


Peptide SEQ 
ID NO : 41 


Peptide SEQ 
ID NO : 42 


RLU 


0,004* 


1,9 


0,9 


5 



* x 10 /mg de prot6ines 

Le peptide complex^ au plasmide permet son 
transfert a l'int6rieur des cellules ainsi que l f expression 
du g£ne de la luciferase. L'efficacitS de transfection 
exprim6e par la quantity de lucif6rase (RLU/mg de 
protiines) varie selon les peptides utilises. Le peptide 
SEQ ID NO : 42 et le peptide SEQ ID NO : 40 donnent des 
valeurs respectivement 5,5 fois et 2,6 fois plus 61ev§es 
que le peptide SEQ ID NO : 41. 
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9) ptralnal-inn Ho la p^n^rafinn Hp* ftnhflfannPfl 
a HaiHo Hp j- rangpnrfoiirg r^nnpl pq any pppMHpg. 

Si l'on vient maintenant aux transport eurs 
selon 1' invention, le tableau 15 ci-apr6s donne quelques 
5 exemples de transporteurs et de substances d' int6r§t pour 

lesquelles ils presentent une forte affinity. 



TaHlpan m 



TRANSPORTEURS 


SUBSTANCES D'INTERET 


Peptide - Prot§ine A 


IgG humaines ou de lapin 


Peptide - Prot6ine G 


IgG bovines, de chevre ou 
de souris 


Peptide - F(abl)2 anti-IgG 


Toutes IgG d'une m§me 
esp6ce 


Peptide - IgG anti-peroxydase 


Peroxydase et toute 
molecule contenant de la 
peroxydase 


Peptide - F(abl)2 anti-RNase 


Ribonuclease A 


Peptide - Concanavaline A 


Un grand nombre de 
crlvcoprotfeines 


Peptide - Streptavidine 
- Avidine 


Biotine et toute molfecule 
contenant de la biotine 



Dans le tableau ci-dessus, le terme g6n6rique 
10 "peptide" signifie "sequence d'acides amines selon 

l 1 invention" . 

La prot6ine A est une prot6ine isol6e & partir 
de Staphylococcus aureus qui a un poids njolfeculaire de 
42.000 Da. La propri6t6 caract6ristique de cette prot6ine 
15 est sa grande affinity pour la partie Fc des IgG. Cette 

propri§t§ lui permet de fixer 2 & 4 molecules d'IgG sans 
interagir avec les sites actifs des anticorps. La prot6ine 
A est int6ressante pour les IgG humaines, de lapin et de 
rat, et certaines IgG de souris. 
20 La prot§ine G, i I'origine, est une proteine de 

30.000 a 35.000 Da isol6e k partir de la paroi cellulaire 
des souches bact^riennes C ou D de streptocoques. La 
prot6ine G commercialis6e par SIGMA est une prot6ine 
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recombinante de 17.000 Da qui contient deux domaines de 
fixation des IgG. Conmie la prot6ine A, la protfeine G 
possfede une forte affinit6 pour la fraction Fc des IgG, 
mais elle sera surtout utilis6e pour les IgG bovines, de 
souris et de mouton. 

Les F(ab')2 proviennent d'anticorps. On 
utilisera comme exemples des IgG de mouton anti-IgG de 
souris obtenues & partir d'un iramun s6rum de mouton. Elles 
sont purifi6es par une chromatographie d f affinity , dans 
laquelle la phase solide est constitute d'IgG de souris 
fix6es sur des billes de polyacrylamide-agarose. C'est une 
purification par un immunoabsorbant qui permet la fixation 
specifique des IgG de mouton anti-IgG de souris par une 
reaction antig6ne-anticorps . Cette liaison antigtne- 
anticorps est dissoci§e par un pH acide. La digestion 
menagee des IgG par des enzymes proteolytiques permet 
d'obtenir des fragments d'anticorps diff£rents. A I'aide de 
la pepsine, on obtient des fragments F(ab*)2 bivalents, de 
taille r6duite (PM=92.000 Da), et des fragments Fc 
tbtalement dig6r§s en petits polypeptides. La suppression 
du fragment Fc permet de rfeduire la taille des anticorps et 
simplifie le couplage avec les peptides. La r6alisation 
d'un transporteur peptide-F(ab' ) z anti-IgG permettra 
d' internaliser en forte . quantity une grande vari6t6 d'IgG 
de souris . 

L' IgG anti-peroxydase est un anticorps 
monoclonal d'isotype IgGl qui est isol6 ct partir d'ascite 
de souris. II est purifi6 par une chromatographie 
d' affinity sur prot6ine G (GammaBind Plus 
Sepharose : Pharmacia) . Cet anticorps pr6sente une forte 
affinity pour la peroxydase, et par la meme, pour toutes 
les molecules contenarit de la peroxydase. La peroxydase 
(PO) est une enzyme extraite du radis noir ayant un poids 
molfeculaire de 44.000 Da, qui peut §tre associ6e tr&s 
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facilement & de nombreuses molecules. La realisation d'un 
transporteur peptide-IgG anti-PO permettra d'internaliser, 
dans les cellules, de la PO et toute substance contenant de 
la PO. 

La concanavaline, extraite de Canavalia 
ensiformis, est une lectine qui presente une affinite pour 
les groupements a-D-mannosyle et a-D-glucosyle terminaux 
des proteines. Cette propriety lui permet de r6agir avec de 
nombreuses glycoproteins. La realisation d f un transporteur 
peptide-concanavaline permettra d'internaliser, dans les 
cellules, de nombreuses glycoprot6ines ou molecules 
glycolisees. 

La streptavidine, molecule de 60.000 Da 
extraite de Streptomyces avidinii, et l'avidine, extraite 
du blanc d'oeuf, ont toutes deux quatre sites de 
reconnaissance pour la biotine. Leur constante d'af finite 
pour cette petite molecule est tr£s 61evee (KD =10" 13 M) ce 
qui leur permet d'interagir avec toutes les substances 
contenant de la biotine. La realisation d f un transporteur 
peptide-streptavidine ou peptide-avidine permettra 
d'internaliser, dans les cellules, de la biotine et toute 
mol6cule contenant de la biotine. 

Les exemples d6taill6s ci-dessous illustrent la 
realisation et 1 1 utilisation de tels transporteurs . 

a) ^hiai-inn Ha la penetration de La 

nhnnnrUafiP & HmH no (PMagP transport pSX LIE 

Une digestion m6nag6e des IgG anti-RNase par 
une enzyme proteolytique, la pepsine, permet 1'obtention 
des fragments F(ab')2. Cette digestion, qui s'effectue dans 
une solution d' acetate de sodium pH 4,5 avec 2% de pepsine, 
permet la fragmentation du fragment Fc des IgG sans alterer 
les sites actifs de l'anticorps. 
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Deux mg d'anticorps F(ab')2 anti-RNase dans 1 
ml de tampon phosphate de potassium 0,1 M pH 7,4 sont 
additionnfes k 110 ng de SMCC [4-(N- 

mal6imidom6thyl) cyclohexane-l-carboxylate de succinimidyle] 
5 dans 11 p.1 de dime thy lsulfoxyde. La solution est incubee 

pendant 45 minutes k la temperature du laboratoire. 
L' elimination d'exces de r§actifs se fait par 
centrifugation sur des membranes d' ultrafiltration (seuil 
de coupure = 10.000 Da, Vivascience) , suivie de trois 

10 lavages en tampon phosphate de sodium 10 mM, pH 7 contenant 

0,5 M de NaCl et 5 mM d'EDTA. 

Le couplage avec le peptide se fait ensuite 
dans un rapport molaire de 6 peptides pour 1 F(ab')2 dans 
le tampon phosphate de sodium 10 mM, pH 7, contenant 0,5 M 

15 de NaCl et 5 mM d'EDTA pendant trois heures k la 

temperature du laboratoire. Ensuite, l'excfes de peptide non 
coupl§ est totalement eiimine par centrifugation sur des 
membranes d' ultrafiltration, corame k l'etape pr6c6dente. 

Ces transporteurs [peptide-F (ab 1 ) 2 anti-RNase] 

20 sont additionn6s k la ribonucl6ase A dans du milieu de 

culture complet et la solution est incub6e pendant 1 heure 
k la temperature du laboratoire, Le rapport molaire de 
cette reaction est de 2 RNase/1 F(ab')2. 

Pour 6valuer au microscope la penetration de la 

25 RNase A, les cellules sont cultivees en presence des 

complexes [peptide-F(ab' )2 anti-RNase] -RNase A dilu6s a des 
concentrations decroissantes de RNase A (de 100 k 6 jig/ml) 
dans du milieu de culture pendant 4 heures k 37 °C. 

A la fin de 1' incubation, les cellules sont 

30 lav6es trois fois avec du PBS, puis fix6es 15 minutes dans 

de l'6thanol absolu k -20 °C. La penetration de la RNase est 
6valu6e apres incubation pendant 1 heure avec un anticorps 
anti-RNase couple k la peroxydase. Les cellules sont 
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ensuite lav6es avec du PBS et 1' activity de la peroxydase 
* est rev61ee par la diaminobenzidine en presence d'H202. 

Pour mesurer la quantity de RNase A 
internalisfee, les cellules sont trypsinisees, transferees 
5 dans des microtubes et comptees. Elles sont lavees deux 

fois par centrifugation avec du PBS puis le culot est mis 
en suspension dans 220 jil de tampon de lyse (tampon tris, 
0 f lM, pH 8, 0,5% Nonidet 40). La quantite de RNase A 
presente dans le lysat cellulaire est mesuree par ELISA sur 
10 des plaques sensibilis§es avec de l'anticorps de lapin 

anti-RNase A et r6vel6es par un conjugue anticorps de lapin 
anti-RNase A couple k la peroxydase, par r6f§rence a une 
courbe etalon 6tablie avec la RNase. 

Les resultats regroupes dans le tableau 16, 
15 illustrent 1 1 internalisation de la RNase A par le 

transporteur F(ab f )2 anti-RNase et 1 1 internalisation de la 
RNase couplee de fagon covalente au peptide a l'intexieur 
des cellules HeLa. 



20 







. Ifi 






Transporteur + 
RNase A 


Peptide- 
RNase A 


RNase native 


Quantity de Rnase 
internalisee 
(pq/10* cellules) 


476 


433 


0 
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■sonri s (TgG) 1-ranspnrfftp.s pax un transport pnr ppptirifi- 

)? r ani-S-Tgr: Hp finnHa Hang log rpllnlog 

Les transporteurs peptide-F (ab 1 ) 2 anti-IgG de 
25 souris sont obtenus selon la technique d6crite 

pr6c6demment . 

Ces transporteurs [peptide-F (ab F ) 2 anti-IgG] 
sont additionn6s aux IgG de souris dans du tampon NaCl 0,5 
M. La solution est incub6e pendant 1 heure & la temp6ratur 
30 du laboratoire. Le rapport molaire de cette reaction est de 

1 F(ab l >2/1 IgG. Apr6s une heure d f incubation, les 
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complexes form6s sont dilu§s dans du milieu de culture 
complet. 

Pour 6valuer au microscope la p6n6tration des 
IgG, les cellules sont cultiv6es en presence des complexes 
5 [peptide-F(ab' )2 anti-IgG] -IgG dilu6s £ des concentrations 

d6croissantes d'IgG (de 100 & 6 \xg/ml) dans du milieu de 
culture complet pendant 4 heures A 37 °C. 

A la fin de 1 ' incubation, les cellules sont 
lav§es trois fois avec du PBS, puis fix6es 15 minutes dans 
10 de l'6thanol absolu a -20 °C. La penetration des IgG est 

§valu6e apr£s incubation pendant 1 heure avec un anticorps 

anti-IgG couple a la peroxydase. Les cellules 
sont ensuite lav6es avec du PBS et l'activite de la 
peroxydase est revel6e par la diaminobenzidine en presence 
15 d , H20 2 . 

Pour mesurer la quantite d ! IgG internalis6e, 
les cellules sont trypsinisees, transferees dans des 
microtubes et compt6es. Elles sont lav6es deux fois par 
centrifugation avec du PBS puis le culot est mis en 

20 suspension dans 220 pi de tampon de lyse (tampon tris 0,1M, 

pH 8, 0,5% Nonidet 40). La quantite d'IgG pr6sente dans le 
lysat cellulaire est mesur§e par ELISA sur des plaques 
sensibilis6es avec de 1' anticorps de mouton anti-IgG et 
r6vei6e par un conjugu6 anticorps de mouton anti-IgG couple 

25 ^ la peroxydase, par reference a une courbe etalon etablie 

avec les IgG. L'activite de la peroxydase est r6v£lee avec 
de l f orthodianisidine et H2O2. 

On m&me transporteur [peptide-F(ab ! )2 anti-IgG] 
peut transporter une grande vari6t6 d'IgG de souris & 

30 l'int6rieur des cellules. 

Les r6sultats regroup6s dans le tableau 17, 
illustrent 1 1 internalisation des diff6rentes IgG de souris 
ou 6ventuellement de rat 3 I'interieur des cellules HeLa 
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par 1 1 interm6diaire du meme transporteur [peptide-F(ab f ) 2 
anti-IgG] . 

Tahlpan 17 





Quantite d'IgG internalis6e 
(pg/10 4 cellules) 


Transporteur + IgG anti-p53 


1100 


Transporteur + IaG anti-p21 


1200 


Transporteur + IaG anti-PO 


69-5 


Transporteur + IgG biotinvlees 


153 


Transporteur + IqG souris 


5960 


Transporteur + F.4.1 


3200 


F.4.1. 


1299 



IgG anti-p53 : anticorps monoclonal murin 
5 sp6cifique de la prot6ine p53. 

IgG anti-p21 : anticorps monoclonal sp6cifique 
de la prot6ine p21 issu d'un hybridome rat-rat, r^agissant 
avec les anticorps anti-IgG de souris* 

IgG anti-PO : anticorps monoclonal murin 
10 specifique de la peroxydase 

F.4.1 : anticorps monoclonal murin anti-ADN qui 
k lui seul p6n6tre a l'int§rieur des cellules. 

c) Evaluatl nn de la p<&npfrafinn H<a 1^ 

15 pprnxyflrtSP (PO) QU dfi mnl <&pn1 g.Q mntpnani- la Pftrnvyrfa.Qft 

transport frPS par — Un tranfipnri-pnr popM Ho-Tgf: anti-PO Hang 

Deux mg d' anticorps IgG monoclonal sp6cifique 
de la peroxydase ou de leur fragment F(ab f )2 dans 1 ml de 

20 tampon phosphate de potassium 0 f l M, pH 7,4 sont 

additionn6s a 110 jig de SMCC [4-(N- 

maleimidom6thyl)cyclohexane-l-carboxylate de succinimidyle] 
dans 11 fil de dim6thylsulfoxyde. La solution est incub6e 
pendant 45 minutes k la temperature du laboratoire. 

25 L' elimination de l'exc£s de r6actifs se fait par 

centrifugation sur des membranes d* ultrafiltration (seuil 
de coupure = 10.000 Da, Vivascience) , suivie de trois 
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lavages en tampon phosphate de sodium 10 mM, pH 7 contenant 
0,5 M de NaClet 5 mM d'EDTA. 

Le couplage avec le peptide se fait ensuite 
dans un rapport molaire de 6 peptides pour 1 IgG ou 1 
5 F{ab')2 dans le tampon phosphate de sodium 10 mM, pH 7, 

contenant 0 f 5 M de NaCl et 5 mM d'EDTA pendant trois heures 
k la temperature du laboratoire. Ensuite, l'exc^s de 
peptide non coupl6 est totalement 61imin6 par 
centrifugation sur des membranes d* ultrafiltration, comme £l 

10 l'6tape pr6c6dente. 

Ces transporteurs [peptide-IgG anti-PO] sont 
additionn6s & la peroxydase ou. k la peroxydase biotinyl6e 
dans du tampon 0,5 M NaCl . La solution est incubee pendant 
1 heure k la temperature du laboratoire. Le rapport molaire 

15 de cette reaction est de 2 PO / 1 IgG ou F(ab , )2. 

Pour ^valuer au microscope la p6n£tration de la 
PO ou des molecules contenant la PO, les cellules sont 
cultivees en presence des complexes [peptide-IgG anti-PO]- 
PO a des concentrations d6croissantes de PO ou de molecules 

20 contenant la PO (100 k 6 jig/ml) dans du milieu de culture 

pendant 4 heures i 37 °C. 

A la fin de la culture, les cellules sont 
lav6es trois fois avec du PBS, puis fixfees pendant 15 
minutes dans de l f 6thanol absolu & -20 °C. Les. cellules sont 

25 ensuite lav6es avec du PBS et la p6n6tration de la PO ou 

des molecules contenant la PO est 6valu6e par l 1 activity de 
la peroxydase r6v616e par la diaminobenzidine en prfesence 
d f H 2 0 2 

Pour mesurer la quantit6 de PO internalis6e, 
30 les cellules sont trypsinis§es, transf6r6es dans des 

microtubes et compt6es. Elles sont lav6es deux fois par 
centrifugation avec du PBS puis le culot est mis en 
suspension dans 220 jxl de tampon de lyse (tampon tris 0,1 
M, pH 8, 0,5% Nonidet 40). La quantity de PO pr6sente dans 
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le lysat cellulaire est mesur6e par ELISA sur des plaques 
sensibilis£es avec de l'anticorps de souris anti-peroxydase 
et r6v61£es avec d l'ortho-dianisidine et H2O2 par 
reference & une courbe 6talon de PO. 

Les r6sultats regroup6s dans le tableau 18, 
illustrent 1 1 internalisation de la PO et de la PO- 
blotinyl6e & l'int6rieur des cellules HeLa par 
1' interm6diaire du transporteur [peptide-IgG anti-PO] . 

Tableau 1R 





Peroxvdase (PO) 


PO-biotinyl£e 


Quantity de 
molecules 
internalisees 
(pcr/10 4 cellules) 


2100 


1700 



d) Evaluation 



-d£- 



1 a pfrnpf rati on ri'Tgfi 



30 



t-fangpnri-^Pg pay nn ^rangpnri-Piir P^P*" "* r?^~pT-oJ- £i riP> ft rfan.S 

Un mg de proteine A dans 0,5 ml de tampon 
phosphate de sodium 0,1 M pH 7 est additionn§ £ 120 jig de 
SMCC [4- (N-mal6imidom6thyl) cyclohexane-l-carboxylate de 
succinimidyle] dans 12 jil de dim6thylsulfoxyde. La solution 
est incub6e pendant 45 . minutes k la temperature du 
laboratoire. L 1 elimination de l f exc6s de reactifs se fait 
par centrifugation sur des membranes d 1 ultrafiltration 
(seuil de coupure = 10.000 Da, Vivascience) , suivie de 
trois lavages en tampon phosphate de sodium 0,1 M, pH 7 
contenant 0,15M de NaCl. 

Le couplage avec le peptide se fait ensuite 
dans un rapport molaire de 6 peptides pour 1 proteine A 
dans le tampon phosphate de sodium 0,1 M, pH 7, contenant 
0,15 M de NaCl pendant trois heures & la temperature du 
laboratoire. Ensuite, .l'excfes de peptide non couple est 
totalement 61imin6 par centrifugation sur des membranes 
d 1 ultrafiltration, comme & l'6tape pr£c6dente. 
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Ces transporteurs [peptide-prot6ine a] sont 
additionn6s k des IgG dans du tampon 0,15M NaCl. La 
solution est incub6e pendant 20 minutes & la temperature du 
laboratoire. Le rapport molaire de cette reaction est de 
5 2 IgG/1 proteine A. 

Pour ^valuer au microscope la penetration des 
IgG f les cellules sont cultiv6es en presence des complexes 
[peptide-proteine A] -IGG dilues & des concentrations 
decroissantes d ? IgG (100 4 6 p,g/ml) dans du milieu de 

10 culture, pendant 4 heures a 37 °C. 

A la fin de la culture, les cellules sont 
lav6es trois fois avec du PBS, puis fix£es pendant 15 
minutes dans de l'ethanol absolu a -20 °C. La penetration 
des IgG est 6valu6e apr£s incubation pendant 1 heure avec 

15 un anticorps anti-IgG couple & la PO ou avec de la PO seule 

pour les IgG anti-PO. Cette 6tape n'est pas n§cessaire lors 
de 1' internalisation d'IgG conjugu§es 4 la PO (par 
exemple : IgG lapin-PO) . Les cellules sont ensuite lav£es 
avec du PBS et 1' activity de la peroxydase est r6v61ee par 

20 la diaminobenzidine en presence d'H202. 

Pour mesurer la quantity d'IgG internalis6e, 
les cellules sont trypsinis6es, transferees dans des 
microtubes et compt6es. Elles sont lav6es deux fois par 
centrifugation avec du PBS puis le culot est mis en 

25 suspension dans 220 \il de tampon de lyse (tampon tris 0,1M, 

pH 8, 0,5% Nonidet 40). La quantite d'IgG presente dans le 
lysat cellulaire est mesuree par ELISA sur des plaques 
sensibilis6es avec de l f anticorps anti-IgG et r6veiee par 
un conjugue anticorps anti-IgG couple £ la peroxydase, par 

30 reference A une courbe etalon 6tablie avec les IgG. 

L'activite de la PO est rev616e avec de l'ortho-dianisidine 
et H2O2. Les r6sultats regroup6s dans le tableau 19, 
illustrent 1 1 internalisation de differentes IgG A 
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l'interieur des cellules HeLa par l f intermSdiaire du 
transporteur [peptide-prot6ine A] . 

Tahl pan 19 





IgG lapin-PO 


IgG souris 
anti-PO 


IVIg 


Quantit6 d'IgG 
internalis6e 
(pq/10 4 cellules) 


10800 


480 


26000 



5 10) Trancpnrf Ho V anl-irnrps an-H -PER Hang 1 ftR 

ppIIhIpq rte p^nppr Hit r^o 1 on 

a) Des experiences ont 6t6 r6alis6s avec l ? Ac 
anti-CEA 35A7 et les peptides de sequence SEQ ID NO : 10, 
SEQ ID NO : 30 et SEQ ID NO : 35 aussi d6sign6s 

10 respectivement 1047, HBP7 et HBP10. 

Le peptide 1047 a ete couple au 35A7 et a 
l'Herceptin®. Apr£s controle des activit6s anticorps des 
conjugues par ELISA, 1 1 internalisation a ete 6tudiee par 
immunofluorescence en comparaison avec 1 1 anticorps de 

15 depart a 37 °C et 4°C. Sur les cellules LS174T, carcinome 

colique humain CEA+, le conjugue 35A7-1047 internalise d6s 
1 h 15 alors que le 35A7 ne montre aucune internalisation 
jusqu'4 5 h. Sur cellules SK0v3, carcinome ovarien humain 
ErbB2+, le conjugu6 Herceptin®-1047 pr6sente une 

20 internalisation rapide proche de celle obtenue avec 

l'Herceptin®. Apr6s radiomarquage avec 125 I, • les conjugues 
montrent une immunor6activite proche de l'Ac de depart sur 
Ag immobilise sur Sepharose. Une analyse par gel filtration 
d6montre 1' absence d'agregat. 

25 b) Comparaison des peptides 1047, HBP7 et 

HBP10. Cette comparaison ne concerne que l'Ac 35A7. 
- Experiences in vitro 

Une 6tude cin6tique de 1' internalisation des 
diff6rents conjugu6s (35A7-1047, 35A7-HBP7 et 35A7-HBP10) 
30 sur cellules LS174T montre une internalisation plus 

importante avec le peptide HBP7 qu'avec le 1047 et le 
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HBP10. Ces deux peptides dormant des r6sultats comparables. 
Sur cellules SKOv3, CEA-, 1047 et HBP7 induisent une 
internalisation comparable & celle obtenue sur LS174T alors 
que HBP10 donne un r6sultat diminu6 de moiti6. 
5 - Experiences in vivo 

Les 3 conjugufes 35A7-1047, 35A7-HBP7 et 35A7- 

X25 

HBP10 marques a vec I ont 6te 6tudi§s chez des souris nues 
porteuses de tumeurs LS174T en comparaison avec le 35A7 
marqu6. Le 131 I-35A7 montre une captation tumorale d* environ 
10 13% de la dose injectee par gramme (%ID/g) 6 h post- 

injection. Cette captation atteint entre 20 et 25%ID/g de 

125 

tumeur 24 h post-injection. Le conjugu6 I-35A7-1047 
montre une elimination un peu plus rapide et une captation 
tumorale 16g6rement diminuee par rapport au 131 I-35A7 (18.6 

15 vs 21.2 %ID/g a 24 h) . Le conjugue 125 I-35A7-HBP7 montre une 

captation h§patique importante des 6 h. Cela engendre une 
elimination rapide et une faible captation tumorale (8.5 
%ID/g a 24 h) . Le conjugu6 125 I-35A7-HBP10, avec une 
biodistribution tres proche de celle de l'anticorps natif, 

20 montre la meilleure captation tumorale des 3 conjugu6s. 

c) L 1 effet d' induction de l f internalisation par 
le peptide 1047 est particulidrement visible sur le 35A7, 
Ac dirige contre le CEA qui est un Ag qui n' internalise 
pas. L'effet est moins Evident sur I'Herceptin® qui 

25 internalise rapidement apr6s fixation a son Ag, ErbB2. 

Les experiences in vitro r6alis§es avec 1047, 
HBP7 et HBP10 montrent que les trois peptides induisent une 
internalisation du 35A7. HBP7 seroble etre le plus actif 
mais HBP10 est celui qui semble le mieux respecter la 

30 sp6cificite de l'anticorps (effet marqu6 sur cellules CEA+, 

effet diminuS sur cellules CEA-) . Les experiences in vivo 
confirment les r§sultats obtenus in vitro. 

d) Les figures 11 £ 16 en annexe illustrent les 
rfesultats ci-dessus. 
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- Les peptides : 

. 1047 : 2420 Da => sur Ac anti-ACE et anti- 

erbB2 

. HBP7 : 1827 Da => sur Ac anti-ACE seulement 
. HBP10 : 1696 Da => sur Ac anti-ACE seulement 

- Le Couplage : 

Apres mise au point, les conditions d^finies 
pour un couplage (en evitant la formation d'agrfegats 
d' Anticorps) sont : 18 SMCC/Ig et 12 pept/Ig-SMCC 

Essai d' internalisation sur cellules en 

cultures ; 

. Les figures 11 A et B repr6sentent le test 

1 : sur cellules A375 (ACE negatives) et 5F12 (ACE 
positives), 40 000 cellules par puits (boite 24puits) . 
Incubation avec l r Anticorps (Ac) natif : 35A7 versus Ac 
conjugu6 : 35A7-1047, 4h a 37 °C. Lavages, fixation, 
incubation avec Ac secondaire-Peroxidase, revelation OPD, 
lecture , 490nm. DO en fonction de la concentration de 
1' Anticorps en jig/ml. 

. La figure 12 repr§sente l'essai du test 1 
avec les anticorps marqu§s k l'iode 125. 

. Les figures 13 A et B reprfesentent le test 

2 : sur cellules A375 (erbB2 negatives) et SK0V3 (erbB2 
positives), 40 000 cellules par puits (boite 24puits) * 
Incubation avec 1' Anticorps (Ac) natif : Herceptine versus 
Ac conjugu6 : HER-1047, 4h a 37 °C. Lavages, fixation, 
incubation avec Ac secondaire-P6roxidase, r6v61ation OPD, 
lecture 490nm. 

. Les figures 14 A et B repr£sentent le test 

3 : en diminuant la concentration des Anticorps et faisant 
varier la dur6e d f incubation 1 h ou 4h. 

. Les figures 15 A 4 F repr6sente le test 4 : 
protocole identique mais en comparant les trois peptides 
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(1047-HBP7-HBP10) sur cellul s SK0V3 (ACE -), et LS174T 
(ACE+) . 

Les figures 16 A k F illustrent 
1' experimentation in vivo : distribution des Anticorps 
5 35A7-1047, 35A7-HBP7, 35A7-HBP10 radiomarqu6s k l'iode 125, 

versus 35A7-iode 131 ; Souris Swiss nu/nu greff6es avec des 
LS174T (carcinome colique humain, CEA+) ; co-injection de 
5jig Ac-pept* et de 5jig d'Ac* natif par souris, en i.v. ; 
dissection 6h / 24h post-injection, expression des 
10 r6sultats en pourcentage de dose inject§e par gramme de 

tissu. Barre noire : Ac conjugu6 - 1251 Barre blanche : Ac 
natif - 1311 v 

11) Transport* rip parti rules £ 1 ' aide dlun 

15 riftrivft pppfi fip-TgH. 

Le vecteur utilise dans les exemples suivants 
est un anticorps monoclonal de souris (IgGl) coupl§ au 
peptide de sequence ID NO : 10 (1047). Le couplage du 
peptide a 1' anticorps monoclonal a ete r6alis£e comme 
20 decrit prec6demment . 

a) Ri 1 1 p.s f Innresrenfp.s : Preparation du 

complexe peptide IgG-microsphdre : 

Des microspheres de polystyrene f luorescentes 
de 70 & 900nm portant des anticorps anti-IgG de souris k 
25 leur surface (Estapor, Merck eurolab) sont dilutes au 1/100 

dans NaCl 0,15M. 4jxl de cette preparation sont ajout6s a un 
volume de 50 jil contenant 10 ^g d'IgG monoclonales de 
souris conjugu6es au peptide SEQ ID NO : 2 et laiss6 en 
incubation pendant 30 minutes k la temperature du 
30 laboratoire. Ce milieu r6actionnel est d6pos6 sur les 

cellules H1299 ensemenc6es (5xl0 4 cellules/puits) la veille 
pendant 18 heures . 

Les cellules sont lav£es et observes au 
microscope k fluorescence : les cellules incubees avec les 
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complexes peptide-IgG-billes f luorescentes sont fortement 
marquees, quelle que soit la taille des billes alors que 
les contrSles (billes fluorescentes sans peptide-IgG, ou 
avec des IgG normales) sont n6gatives. 

5 - Or coHoidaJ—: preparation du coniplexe 

peptide-IgG-or colloidal : 

Des billes d'or colloidal (British Biocell 
International) de lOnm sont complex6es a des IgG 
monoclonales de souris, prealablement conjugu6es au peptide 
10 1047, selon les instructions du fabricant dans un rapport 

de 750jig d'IgG pour 1ml de la solution d'or colloidal. Pour 
la p6n6tration du complexe dans les cellules, le culot de 
la suspension est dilute au demi dans le milieu de culture. 

C) RTralnafinn r\e> H infprnal i gaf -inn Hpg 

15 r.OTTipl ftXPis pftp1"i fip-Tgfi-hi 1 1 ps . 

- fluorescentes et -or colloidal au microscope 
61ectronique. 

Apres les etapes de conjugaison, les 
preparations sont deposees sur les cellules H1299 cultivees 

20 depuis la veille coimne d6crit precedemment , Apr§s 18 heures 

de culture pour le complexe IgG-billes fluorescentes ou 4 
heures pour le complexe IgG-or colloidal, les cellules sont 
lav6es au PBS trois fois puis fix6es dans une solution de 
glutaraldehyde a 1,6% dans le tampon phosphate de sodium, 

25 0,1M pendant une heure puis trait6es comme habituellement 

pour la microscopie 61ectronique. 

d) Rftsnl fats : Les complexes peptides IgG- 
microsphferes de 70nm (figure 19) ainsi que les comlexes 
peptide-IgG-or colloidal (figure 20) sont visibles dans des 

30 v6sicules et dans le reticulum endoplasmique du cytoplasme 

et autour de la region golgienne 
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12) Transport dp la dnxnrnhi ni rift. 

Les anthracyclines comme la doxorubicine sont 
parmi les agents les plus actifs dans le traitement des 
cancers huroains. Leur mode d'entr6e dans les cellules n'est 
5 pas encore r6solu. Ce que l'on sait est qu'elles sont 

rapidement transportfees dans le noyau des cellules. Leur 
toxicity, probablement due A leur large diffusion dans tout 
l'organisme, est une limitation dans le traitement, 
empSchant 1' utilisation d' une grande quantity, 
10 Nous avons voulu d6finir si le couplage de la 

doxorubicine aux peptides HBP aia61iorerait son pouvoir 
d' inhibition de croissance des tumeurs humaines tout en 
reduisant la toxicity de la drogue. 

a) Cnnplagfi dft.s peptides A la dnxnrnhi ni net 

15 La doxorubicine dont le groupement amin6 est 

prot6g§ est trait6e par de l'acide 4-maleimidobutyrique en 
presence de carbodiimide, ce qui aboutit & la formation 
d'une liaison ester entre l'hydroxyle de la doxorubicine et 
le carboxyle de l'acide maleimidobutirique. Le groupement 

20 maleimide ainsi introduit dans la doxorubicine reagit avec 

la cysteine pr6sente en -C ou -N terminal du peptide. 

En suivant le schema g6n6ral, les conjugues 
suiyants ont 6t6 pr6par6s : 

1047-doxorubicine ; HBPl-doxorubicine ; HBP3- 

25 doxorubicine ; HBP6-doxorubicine ; HBP7-doxorubicine ; 

HBPlO-doxorubicine ; HBP13-doxorubicine. 

b) EvalnatinD in irii-m Ho VanfiTrit -ft hi r> 1 ng i rpi a 

Pour 6valuer 1' activity biologique des 
30 conjugu6s peptide- doxorubine, 1' inhibition de croissance 

des cellules tumorales en culture est mesur6e. 

Les cellules sont ensemenc6es la veille dans 
des plaques de 96 puits a raison de 10 3 cellules par puits. 
Le lendemain, le surnageant est aspir§ et remplac6 par 100 
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\xl de milieu contenant des dilutions successives de 
peptide-doxorubicine ou de doxorubicine native (10 M-10 
M) et la culture poursuivie pendant 48 heures. 

Les puits sont ensuite additionn6s de 50 jil de 
MTT (bromure de 3- ( 4 , 5-dim6thylthiazol-2yl ) -2 , 5-diph<§nyl 
t^trazolium) k 1 mg/ml dans le milieu de culture et 
cultives pendant 4 heures. Le surnageant est enlev6 et 
les puits sont additionn6s de 100 yl de dimethylsulf oxide . 
Apr6s dissolution des cristaux, la coloration est lue k 550 
run. 

Les r^sultats sont calculus en pourcentage de 
la density optique moyenne obtenue dans les puits de 
cellules contenant les dilutions des 6chantillons k tester 
et de la densite optique des puits n' ayant re<ju que du 
milieu. lis sont exprimes en concentration molaire donnant 
50% d' inhibition de croissance des cellules et sont 
rapport^s dans le tableau 20 ci-dessous. 





Lign6es Cellulaires 




H1299 


HH9 


HeLa 


B16. 

no 


K562 


K562R 
* 


MCF7 


MCF7R 
* 


Doxoru 
bicine 
native 


3xl0" 7 


3xl0" 7 


2xl0" 7 


lxlO" 7 


4xl0" 8 


3xl0" 6 


2xl0~ 7 


2x10"* 


(HBP1) 3 
-Doxo 


7xl0" 7 


nt* 


nt* 


nt* 


2xl0~ 7 


5xl0" 6 


6x1 0" 7 


1x10"* 


(HBP3) 2 
-Doxo 


nt* 


nt* 


nt* 


nt* 


lxlO" 7 


3xl0" 6 


5xl0" 7 


2,5x10"* 


HBP 6- 
Doxo 


nt* 


nt* 


nt* 


nt* 


3x1 0" 7 


5x10"" 


6x1 0" 7 


6,5x10"* 


HBP7- 
Doxo 


nt* 


nt* 


nt* 


nt* 


lxlO" 6 


lxl0" s 


7xl0" 7 


4x10'* 


HBP10- 
Doxo 


nt* 


nt* 


nt* 


nt* 


BxlO" 7 


lxlO" 5 


5x1 0" 7 


3,5x10"* 


HBP13- 
Doxo 


nt* 


nt* 


nt* 


nt* 


4x1 0" 7 


5xl0" 5 


6x1 0" 7 


4,5x10"* 


HBP- 
1047- 
Doxo 


7xl0" 7 


nt* 


2,5xl0" 7 


5xl0" 7 


2xl0" 7 


5xl0" 6 


8xl0" 7 


lxl 0' 3 
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II apparait que, in vitro, la sensibility des 
cellules aux conjugu§s peptide-doxorubicine est du meme 
ordre de grandeur que celui de la doxorubicine native. Les 
lignEes r6sistantes a la doxorubicine (K562R et MCF7R) 
n§cessitent une plus grande concentration de doxorubicine. 

c) F.vaTnati on in wi™ Hp i 'arfivi^ 

Les souris nues sont injectEes avec 3xl0 6 
cellules HH9 en sous-cutanee dans le flanc. Le jour 19 
apr£s la greffe des cellules, les tumeurs sont mesur6es et 
4 groupes de 6 souris sont form6s qui regoivent en 
injection p6ritumorale soit du NaCl, soit de la 
doxorubicine native ou les conjuguEs 1047-doxorubicine ou 
HBPl-doxorubine & raison de 30 jag de doxorubicine ou 
equivalent de conjugues toutes les deux semaines. Les 
tumeurs sont mesurees et leur volume calcule. Au jour 60, 
aprEs 1' injection d'un total de 120 p,g de doxorubicine ou 
Equivalent, la croissance des tumeurs est respectivement 
inhib6e de 77% avec le conjugu6 1047-doxorubicine, de 84% 
avec le conjuguE HBPl-doxorubicine et de 79% avec la 
doxorubicine seule, ce qui d6montre que in vivo ces 
conjugufes sont au moins aussi efficaces que la doxorubicine 
native. 

d) F.valnat i nn in vivo H*> la j-nvir"ih& rteg 

L' injection par voie intraveineuse de doxorubicine ou 
de doxorubicine-peptide permet de comparer la toxicity des 
diffirentes preparations. L' estimation se fait par la perte 
de poids des souris (5 souris par groupe) . Deux experiences 
ont 6t6 faites : 

Experience 1 : les souris ont re?u 200|xg par 
injection k 3 jours d'intervalle, soit 600jig de 
doxorubicine ou Equivalent peptide-doxorubicine au total. 
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Les souris sont pes6es le lendemain de la dernidre 
injection. 

Exp6rience 2 : Les souris ont rer;u 2 injections 
de 200ng de doxorubicine ou equivalent peptide-doxorubicine. 
5 a une semaine d'intervalle soit 400^g au total et sont 

pes§es le lendemain de la derni6re injection. 

Le tableau 21 ci-dessous rapporte la perte de 
poids des souris trait6es avec de la doxorubicine ou des 
conjugu§s peptide-doxorubicine. La perte de poids moyenne 
10 est calcul6e par rapport au poids moyen des souris ayant 

regu du NaCl . 



Groupes 


NaCl 


Doxo. 


HBP3 


HBP 6 


HBP7 


HBP10 


hbpi:- 


Exp. 1 
















Poids 


23, 11 


16,06 


21,45 


20,3 


19,11 


21,15 


**nt 


Perte* 




31* 


8 


12 


18 


9 




Exp. 2 
















Poids 


31,4 


26,7 


29,5 


29,5 


31,4 


32,5 


30 


Perte* 




15 


6 


6 


0 


0 


4 



* :% 

** : non test6 

15 A la dose de 600 \ig, les souris ayant regu la 

doxorubicine native perdent 31% de leur poids alors que 
celles ayant regu le peptide-doxorubicine ne perdent que 18 
& 8% de leur poids. La dose de 400 \ig entraine une perte de 
poids de 15 % chez les souris recevant la doxorubicine 

20 native, alors qu'avec les conjugu6s peptide-doxorubicine, 

la perte n'est pas significative. 

13) Transport dp 1 9 nhi gin fine. 

L'ubiquitine est un polypeptide de' 76 acides 
25 amines, hautement conserve durant Involution, pr6sente 

dans l'organisme chez tous les eucaryotes, de poids 
mol6culaire 8500 daltons L'ubiquitine intracellulaire est 
impliquee dans diverses fonctions cellulaires telles que la 
degradation des proteines apr£s leur ligation avec 
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1' ubiquitine, la progression du cycle cellulaire, la 
regulation de 1' activation du facteur de transcription NF- 
kB. L'ubiquitine extracellulaire a la propri6t6 d' inhiber 
la proliferation des cellules souches hematopo!6tiques () 
5 par induction d'apoptose. 

a) rnnplajP Ho Pnhiqnii-inp an popM Ho _ 

1 mg d' ubiquitine dans 0.3 ml de tampon 
phosphate de sodium 0,1M, pH7 contenant 0,15M NaCl sont 
additionn6s de 390 pg de SMCC (4- (N-mal6imidom6thyl) 

10 cyclohexane-l-carboxylate de succinimidyle) dans 39 jxl de 

dim6thylsulfoxyde et la solution est incub6e 30 minutes & 
la temperature du laboratoire. L' elimination d' excfes de 
reactif se fait par centrifugation sur des membranes 
d' ultrafiltration (seuil de coupure = 5000 daltons, 

15 Sartorius), suivie de trois lavages en tampon phosphate de 

sodium 0,1M, pH7 contenant 0,15M NaCl. Le couplage avec le 
peptide se fait ensuite dans un rapport molaire de 5 
peptides pour 1 ubiquitine dans 1 ml de tampon phosphate de 
sodium 0,1m, pH7, a la temperature du laboratoire. Ensuite 

20 l'exc^s de peptide non-coupie est eiimin6 par 

centrifugation sur des membranes, comme k l'6tape 
pr6c6dente. 

b) P.xral nal-i on Ho 1 a ponofrraiH rm Hog rnn jnrjnog 

pppi-iHp-nhi qui t i no 

25 L f evaluation de la penetration des conjugu6s 

peptide-ubiquitine se fait avec des conjugu6s pr6par6s avec 
des peptides portant une biotine du c6te N-terminal. 

Des cellules HT29 sont ensemenc6es la veille 
dans des plaques de 24 puits (5xl0 4 /puits) . 

30 Les diff6rents conjugues peptides (biotinyl6)- 

ubiquitine sont additionn6s & des concentrations 
d6croissantes (100 a 25 fig/ml) dans le milieu de culture 
pendant 4 heures a 37 °C. A la fin de la culture, les 
cellules sont lav6es trois fois avec du PBS, puis fix6es 15 
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minutes dans l'6thanol k -20°C. La penetration du conjugue 
peptide-biotine-ubiquitine est 6valuee apres incubation 
pendant 60 minutes avec de l'avidine coupl6e £ la 
peroxydase. L'activite de la peroxydase est r6v616e par la 
diaminobenzidine en presence d'H202. 

La penetration, dependante de la concentration 
des conjugu6s dans le milieu de culture, est evalu§e au 
microscope par l'intensite de la coloration exprim6e par 
des croix. Le tableau 22 ci-dessus indique la penetration 
des conjugu£s peptide-ubiquitine dans les cellules. 



Tableau ?? 



Concentration ( fia/ml ) 


100 


50 


25 


Ubiquitine native 


+/-* 


+ /- 


+/- 


1047-ubiouitine 


+++ 


++ 


+ 


HBP7-ubiquitine 


++++ 


+++ 


++ 


HBPlO-ubiquitine 


+++ 


++ 





++++ : trds intense ; +++ intense ; ++ : 



positive ; + faiblement positive ; +/- £ la limite de la 
lecture. 

c) Eva 1 nation de 1 ' arfi vi fft hinlngignp h<=>q 

La proliferation des cellules est mesuree par 
le test au MTT. Des cellules Daudi (3xl0 4 cellules/puits) 
sont cultiv6es dans des plaques de 96 puits pendant 48 
heures k 37 °C dans le milieu de culture RPMI complet 
additionne de concentrations decroissantes (200-12,5 pg/ml) 
d' ubiquitine native ou conjuguee aux peptides et la culture 
pour sui vie pendant 48 heures. 

Les puits sont ensuite additionn6s de 50 \il de 
MTT (bromure de 3- , ( 4 , 5-dimethylthiazol-2yl ) -2 , 5-diphenyl 
tetrazolium) d 1 mg/ml dans le milieu de culture et 
cultiv6s pendant 4 heures. 

Le surnageant est enleve et les puits sont 
additionn6s de 100 yl de dime thy lsulf oxyde . Apr£s 
dissolution des cristaux, la coloration est lue £ 550 nm. 
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Le tableau 23 indique 1' inhibition de la 
croissance des cellules Daudi par les conjugu6s peptide- 
ubiquitine. Les rfesultats, montr6s dans le tableau 23, sont 
calcules en pourcentage de la densit6 optique moyenne 
obtenue dans les puits de cellules contenant les dilutions 
des 6chantillons & tester et de la density optique des 
puits n'ayant regu que du milieu. lis sont exprim§s en 
concentration donnant 50% d' inhibition de croissance des 
cellules . 



Concentration (ucj/ml 


200 


100 


50 


Ubiauitine native 


0* 


0 


0 


1047-ubiquitine 


60 


21 


0 


HBP7-ubiauitine 


96 


68 


35 


HBPlO-ubiquitine 


16 


11 


0 



30 



*% d 1 inhibition calculee par rapport a la 
croissance des cellules n'ayant regu que du milieu de 
culture 

L'ubiquitine native n'inhibe pas la 
croissance des cellules Daudi. Le conjugue prepare avec le 
peptide HBP10 inhibe peu, alors que le conjugu6 pr6par6 
avec le peptide HBP7 est efficace et donne encore 35% 
d' inhibition k SO^g/ml. Le conjugufe pr6pare avec le peptide 
1047 donne des valeurs d' inhibition interm6diaire. 

14) Trangpnrt Hn ryj-nrhrnmo C 

Le cytochrome C est une h6moprot6ine qui 
constitue le complexe lipide-prot6ines mitochondriales. II 
joue un role vital dans les oxydations cellulaires des 
plantes et des mammif^res. II est form6 d'une seule chaine 
polypeptidique de 104 acides amines (masse mol6culaire 
13000 daltons) avec le groupe h&ne attach^ aux r6sidus 
cysteines. Le relargage du cytochrome C des mitochondries 
dans le cytosol entraine une apoptose des cellules par 
activation des caspases. 
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a) rnnpl agp rff> ryj-nrhrnmp r any p&pfri'Hog, 

4 mg de cytochrome C dans 930 pi de tampon 
phosphate de sodium 0,1M, pH7 contenant 0,15M NaCl sont 
additionn6s de 540 de SMCC (4- (N-maleimidom6thyl) 

5 cyclohexane-l-carboxylate de succinimidyle) dans 54 ^1 de 

dim6thylsulfoxyde et la solution est incub6e 30 minutes k 
la temperature du laboratoire. L f elimination d'excds de 
reactif se fait par centrifugation sur des membranes 
d' ultrafiltration (seuil de coupure = 10000 daltons, 

10 Sartorius), suivie de trois lavages en tampon phosphate de 

sodium 0,1M, pH7 contenant 0,15m NaCl. 

Le couplage avec le peptide se fait ensuite 
dans un rapport molaire de 10 peptides pour 1 cytochrome C 
dans 1 ml de tampon phosphate de sodium 0,1M, pH 7 

15 contenant 0,15 M NaCl, pendant 3 heures a la temperature du 

laboratoire. Ensuite, l'exc£s de peptide non-coupiee est 
eliminfe par centrifugation/f iltration comme k l'6tape 
pr6c6dente. 

b) Rvalnati On de la p^n^ral-inn dftS ^nrtjngn^g 

L' evaluation de la p6n6tration des conjugu6s 
peptide cytochrome C se fait avec des conjugu6s pr6par6s 
avec des peptides portant une biotine du cdt6 N-terminal. 

Des cellules H1299 sont cultiv6es en presence 

25 des diff6rents conjugufes peptides (biotinyl6s) -cytochrome C 

£ des cpncentrations decroissantes (100 a 25 \xg/ml) dans le 
milieu de culture pendant 4 heures k 37 °C. A la fin de la 
culture, les cellules sont lav6es trois fois avec du PBS, 
puis fix6es 15 minutes dans l'ethanol 4 -20°C. La 

30 p6n6tration du conjugu6 peptide-biotine-cytochrome C est 

6valu6e apr&s incubation pendant 60 minutes avec de 
1'avidine coupiee a la peroxydase. Les cellules sont 
ensuite lav6es avec le PBS et l'activite de la peroxydase 
est reveiee par la diaminobenzidine en presence d'H2<>2. 
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La p6n§tration d£pendante de la concentration 
des conjugu6s dans le milieu de culture est evalu£e au 
microscope par l 1 intensity de la coloration exprimee par 
des croix. Le tableau 24 indique la p6n6tration des 
5 conjugues peptide-cytochrome C dans les cellules. 

Tahlpan ?4 



Concentration (^icr/ml) 


100 


50 


25 


Cytochrome C natif 








1047-cvtochrome C 


+++ 


++ 


+ 



+++ intense ; ++ : positive ; + faiblement 
positive ; - n6gatif. 



10 Le tableau ci-dessus montre que le cytochrome C 

natif ne penetre pas dans les cellules et que le conjugu6 
1047-cytochrome C p&netre d'une fa<?on efficace jusqu'& 
25ng/ml. 

C) Bvalnat-inn Ha 1 f arhnnt^ h-i ol ogi qnp> fn VI tm 

15 Hp.c! rrtnjngnft.g p^pj- 1 Hp-ryj-nrhromft C 

Des cellules H1299 ou HT29 (3 x 10 4 
cellules/puits) sont cultivfees dans des plaques de 96 puits 
pendant 48 heures & 37 °C dans le milieu de culture RPMI 
complet additionn§ de concentrations d6croissantes (200-3 
20 jig/ml) de cytochrome C natif ou conjugu6 aux peptides et la 

culture poursuivie pendant 48 heures. 

Les puits sont ensuite additionn6s de 50 jil de 
MTT (bromure de 3-, (4, 5-dim6thylthiazol-2yl) -2 f 5-diph6nyl 
t§trazolium) £ 1 mg/ml dans le milieu de culture et 
25 cultiv6s pendant 4 heures. 

Le surnageant est enlev§ et les puits sont 
additionnes de 100 ^1 de dim6thylsulf oxide. AprSs 
dissolution des cristaux, la coloration est lue h 550 nm. 

Les r6sultats sont calculus en pourcentage de 
30 la density optique moyenne obtenue dans les puits de 

cellules contenant les dilutions des 6chantillons & tester 
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et de la density optique des puits n' ayant regu que du 
milieu. Le tableau 25 indique 1' inhibition de la croissance 
des cellules par les conjugu6s peptide-ubiquitine. 



Tah1e.au 2h 



Sur le cellules H1299 














Concentration (fig/ml) 


100 


50 


25 


12,5 


6 


3 


Cytochrome C natif 


0* 


0 


0 


0 


0 


0 


1047-cytochrome C 


46 


40 


29 


15 


14 


0 


Sur des cellules HT29 














Concentration (jig/ml) 


200 


100 


50 


25 


12,5 




Cytochrome C natif 


12* 


19 


10 


0 


0 




1047-cytochrome C 


28 


23 


23 


0 


0 




HBP3-cytochrome C 


42 


22 


15 


0 


0 




HBP6-cytochrome C 


41 


18 


12 


2 


0 




HBP7 -cytochrome C 


35 


14 


5 


0 


0 





*% d' inhibition calcul6e par rapport & la 



croissance des cellules n' ayant regu que du milieu de 
culture . 

Le tableau ci-dessus montre l'efficacitfe des 
conjugu^s peptide-cytochrome C sur deux type de cellules. 
Le cytochrome C natif n'inhibe pas la croissance. A 50 
jig/ml le peptide le plus efficace sur les cellules HT29 est 
le peptide 1047, les peptides HBP3 et HBP6 donnent des 
valeurs interm6diaires, tandis que le peptide HBP) est peu 
actif & cette concentration. 

15) Transport Ha gnhafanrpg anti -f-nmnralpg a+- 

a) Transport de rl£rivft de Va.spirine. 

Les analg6siques comme l'aspirine utilises 
depuis longtemps en th6rapeutique se sont r6v616s poss6der 
d'autres effets comme par exemple, la prevention des 
tumeurs du colon chez les hommes et les femmes prenant de 
1'aspirine r6guli6rement depuis longtemps. Chez l f animal, 
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l'effet anti-canc6reux a 6t6 montr6 sur des tumeurs 
varices. Ces effets ont 6t6 attribu6s en partie k leur 
capacity d' inhiber la production des prostaglandines, par 
inhibition de 1' enzyme prostaglandine H synthetase et des 
5 cyclooxygenases . 

Deux derives de l'aspirine conjuguee au peptide 
de sequence SEQ ID NO : 30 : un d6rive sacilylyl-HBP6 en -N 
terminal (peptide SEQ ID NO : 47) et un d6riv6 en HBP6- 
salicylyl en -C terminal (SEQ ID NO : 48) ont 6t6 testes 

10 pour leur capacity £ inhiber la croissance des cellules 

tumorales HT29 par comparaison avec le peptide natif . 

Des cellules HT29 (3xl0 4 cellules/puits) sont 
cultiv^es dans des plaques de 96 puits pendant 48 heures & 
37 °C dans le milieu de culture DMEM complet additionn6 de 

15 concentrations d6croissantes (200-3jig/ml) d'aspirine ou de 

conjugue peptide salicylyl et la culture poursuivie pendant 
48 heures. 

Les puits sont ensuite additionn6s de 50 \xl de 
MTT (bromure de 3-, (4, 5-dim6thylthiazol-2yl) -2, 5-diph6nyl 

20 t6trazolium) k 1 mg/ml dans le milieu de culture et 

cultives pendant 4 heures . 

Le surnageant est enlevfe et les puits sont 
additionn6s de 100 jil de dim6thylsulf oxide. Aprds 
dissolution des cristaux, la coloration est lue k 550 run. 

25 Les r6sultats d' inhibition de la croissance des 

cellules HT29 sont montres dans le tableau 26 et sont 
calculus en pourcentage de la density optique moyenne 
obtenue dans les puits de cellules contenant les dilutions 
des 6chantillons k tester et de la density optique des 

30 puits n'ayant re?u que du milieu. 



r 
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Tahlpan ?fi 



Concentration (jig/ml) 


1000 


500 


200 


100 


Aspirine native 


48* 


6 


3 


0 


Salicylyl-HBP6 


51 


35 


30 


30 


HBP6-3alicylyl 


50 


45 


20 


20 



*% d 1 inhibition 

L' adjonction du peptide k 1'acide salicylique 
augmente le pouvoir de 1' aspirine d' inhiber la croissance 
5 des cellules. 

b) Transport fie riftrivfr rip 1'anirlp phfaliqnp. 
Le N-phtalimidoglutarimide (thalidomide) est 
une molecule qui possdde une grande variete de propri§te 
comme l'effet t6ratog6ne, la reduction de la production de 
10 TNF-a par les monocytes, la suppression de 1' angiogen^se. 

II a et§ montre que l'activite teratogene depend du residu 
glutarimide tandis que l'effet antiangiogenique depend du 
groupement phtaloyl. Nous avons done pr6par6 le peptide SEQ 
ID NO : 46 derive du peptide SEQ ID NO : 26 (HBP3)2 auquel 
15 a et6 ajout6 du glycyl phtaloyl en N-terminal. puits 

n' ayant regu que du milieu. La technique employee pour 
tester l'activit6 du phtaloyl-HBP3 est la meme que celle 
dfecrite pr6c6demment pour 1' aspirine. 

Les r6sultats de l f inhibition de la croissance 
20 (%) des cellules HT29 montr6s dans le tableau 27 sont 

calculus en pourcentage de la density optique moyenne 
obtenue dans les puits de cellules contenant les dilutions 
des 6chantillons k tester et de la density optique moyenne 
des puits de cellules n' ayant regu que du milieu. 
25 Tahlpan ?7 



Concentration 
(uq/ml) 


1000 


500 


200 


100 


Phtalovl-HBP3 


66 


28 


29 


20 


HBP3 


2 


0 


0 





*% 
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II apparait que le d6riv6 phtaloyl inhibe la 
croissance des cellules HT29. 



16) niigmgnfraM nn Ho 1 ' ari- \ tH ¥ A Hp gnKgfanrPfi 

a) T.o 1 ygoTymp 

Le lysozyme est un des constituants majeurs de 
granules des lymphocytes polynucl6aires humains. On le 
trouve aussi dans les secretions. C'est une muraminidase . 
10 Le lysozyme lyse et tue les microorganismes Gram-positif en 

modifiant les peptidoglycans de leur surface. Comme le 
lysozyme ne peut facilement p6n§trer la membrane ext6rieure 
de la bact6rie, le couplage du lysozyme aux peptides peut 
aider & la penetration 

15 - Pnnplagp Hoq pppM Ha.q an TygnyymP. 

8 mg de lysozyme dans 2,7 ml de tampon 
phosphate de sodium 0,1M, pH7 contenant 0,15M NaCl sont 
additionn6s de 1,8 mg de SMCC (4- (N-maleimidom6thyl) 
cyclohexane-l-carboxylate de succinimidyle) dans 186 ml jxl 

20 de dim6thylsulfoxyde et la solution est incubee 30 minutes 

a la temperature du laboratoire. L' elimination d'excSs de 
r6actif se fait par centrifugation sur des membranes 
d' ultrafiltration (seuil de coupure = 5000 daltons, 
Sartorius), suivie de trois lavages en tampon phosphate de 

25 sodium 0,1M, pH7 contenant 0,15M NaCl. 

Le couplage avec le peptide se fait ensuite 
dans un rapport molaire de 5 peptides pour 1 lysozyme dans 
1 ml de tampon phosphate de sodium 0,1M, pH7 contenant 
0,15M NaCl, pendant 3 heures & la temperature du 

30 laboratoire. Ensuite l'exc£s de peptide non couple est 

61imin§ par centrifugation sur des membranes, comme £ 
l'6tape pr§c6dente. 
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any ppptiripts. 

La souche bacterienne gram-positive : 
Escherischia coli (ATCC25922) est cultiv6e jusqu'i la phase 
5 semi-logarithmique dans le milieu Luria-Bertani (LB) . Les 

bact6ries sont collectees par centrifugation et 
resuspendues dans le milieu 1% bacto-peptone & une 
concentration de 5xl0 5 cfu/ml (colony forming unit/ml) Le 
lysozyme ou les conjugu6s peptide-lysozyme sont dilu6s de 

10 demi en demi (256 a 0,5p,g/ml dans le milieu bacto-peptone 

et 50jil sont distributes dans des plaques de 96 puits. 50 
jil de la dilution de bact6ries sont alors ajoutes dans 
chaque puits Apr6s 16 heures d r incubation & 37°C / IOjaI de 
chaque puits est etale sur des boites de gelose en milieu 

15 LB. Apr6s 18 heures d' incubation k 37°C f la concentration 

bactericide minimale (MBC) est d6terminee comme la 
concentration de lysozyme ou lysozyme-peptide qui inhibe 
75% de la croissance. 

- Rftsnlf ats. 

20 Le tableau 28 rapporte 1' inhibition de 

croissance de E. coli (MBC jig/ml) . 

Tahlpan ?R 



Lysozyme natif 


> 256 


1047-Lysozyme 


32 


(HBP1) 3-Lysozvme 


4 


(HBP3) 2-Lysozyme 


16 


HBP6-Lv3ozyme 


16 



Les conjugu6s peptide-lysozyme ont une activate 
25 antibact6rienne plus efficace que celle du lysozyme natif. 

b) Ppptirip.s anHml r.rnhi pns . 

Depuis quelques ann6es, un interet considerable 
s'est d6velopp§ pour 1' etude structure-fonction de peptides 
courts possedant des activit6s antibacteriennes et 
30 antifongiques . Beaucoup de peptides naturels, de sequences 
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varices, trouv6s dans le monde animal et v6g6tal, possSdent 
des modes d' action similaires contre une large vari6t6 de 
microbes . 

Les peptides antimicrobiens possddent en 
general un nombre Equivalent de r6sidus polaires et non- 
polaires £ l f int6rieur de doraaines amphipatiques et 
suf f isamment de r6sidus basiques pour donner un peptide 
d'une charge globale positive & pH neutre, 

Les peptides objet de la pr6sente invention 
sont aussi des peptides principalement basiques, de haute 
affinity pour l'h6parine, et dans les exemples donn6s plus 
bas, il est montre que plusieurs d'entre eux possedent une 
activite antibact6rienne in vitro i des concentrations 
auxquelles ils ne sont pas toxiques pour les cellules 
eucaryotes . 

pppt i rips t i nn i qnp.s > 

Les souches bact6riennes gram-positives : 
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), et Staphylococcus 
aureus (ATCC 25923) et les souches gram-n6gatives : 
Escherichia. coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 
27853) et Salmonella typhimurium (isolat clinique), 
Salmonella typhiTy2 (WHO) . Les bact6ries sont cultiv6es 
avec agitation toute la nuit ct 37 °C, puis recultiv6es & la 
dilution de 1:50 dans du milieu frais de Luria-Bertani 
(LB) pendant 2 heures. La concentration bact6rienne est 
ajust6e a 106 cfu/ml et 50fil sont distribufees dans des 
plaques de 96 puits avec un §gal volume des peptides dilu6s 
de demi en demi (256-0,5 jig/ml) dans le milieu LB. Apr£s 16 
heures 4 37 °C, la concentration minimale inhibitrice (MIC) 
est d6termin6e comme la concentration la plus faible qui 
inhibe totalement la croissance d s bact6ries (absence 
totale de turbidit6) . Pour determiner la concentration 
minimale bactericide, lOfil de chaque puits est etal6 sur 
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des boites tie g§lose en milieu LB Aprds 18 heures 
d' incubation £ 37 °C, la concentration bactericide minimale 
(CMB) est d6finie comrae la concentration de peptide qui ne 
laisse subsister que 0,01% de bactferies vivantes. 
- EAsnLtaJLa. 

Les r6sultats sont exprim6s en concentration de 
peptide en MBC (jiM). 



Souches 
Peptide 


E. 

coli 


S. 

typhimu 
rium 


S. typhi 
Ty2 


P. 

aeruginosa 


S. 
aureus 


E. 

fascalis 


SEQ ID NO : 
2 


>160 
* 


>160 


nt 


>160 


>160 


>160 


SEQ ID NO : 
3 


13,2 

5 


13,25 


1,65 


26,5 


>106 


>106 


SEQ ID NO : 
38 


>170 


>170 


>170 


>170 


>170 


>170 


SEQ ID NO : 
24 


55 


110 


27,5 


27,5 


>110 


>110 


SEQ ID NO : 
44 


1,7 


1,27 


0, 64 


>110 


>110 


>110 


SEQ ID NO : 
45 


1 


1 


0, 66 


0,5 


>680 


>680 


Ampiciline 


22 


11 


5,5 


>696 


<0, 68 


2,75 



Les r6sultats du tableau ci-dessus montre que 
le peptide (HBP1)3 poss^de une activity bactericide, alors 
que les peptides (HBP1)2 et HBP13 ne sont pas actifs. 
Cependant, lorsque le peptides HPB13 (SEQ ip No : 38) est 
coupl6 au peptide SEQ ID NO : 24, il augmente son activity 
d'un facteur de 50 £ 100 (peptide SEQ ID NO : 45). II en 
est de m§me lorsque le peptide SEQ ID No : 24 est couple au 
peptide SEQ ID No : 30 (HPB7) qui, lui, ne poss&de pas 
d' activity anti-microbienne. 

La concentration minimale bactericide (CMB) de 
tous les peptides du tableau ci-dessus est 6quivalente & la 
CMI ou diffSre d'une dilution (CMB = 2 x CMI) . Tous ces 
peptides ne sont pas actifs sur les bacteries Gram-positif . 
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REVENDICATIONS 

1) S6quence d'aeides amines pr6sentant la 
capacity de faciliter la p6n§tration d f une substance 
d'int6r§t 2l l'int6rieur des cellules et/ou des noyaux 
cellulaires, caract6ris§e en ce qu'elle est capable de 
r6agir in vivo avec les aminoglycanes. 

2) Sequence d'acides amin§s ' present ant la 
capacity de faciliter la p6n6tration d'une substance 
d'int6ret a l ! int6rieur des cellules et/ou des noyaux 
cellulaires, caract6ris£e en ce qu'elle est capable de 
r6agir avec les aminoglycanes, et en ce qu'elle est issue 
d'une proteine d'origine humaine. 

3) Sequence d f acides amines selon la 
revendication 1 ou 2, caract6ris6e en ce qu'elle est 
capable de r6agir avec l'h6parine, les chondroltines 
sulfates, et leurs d6riv6s. 

4) Sequence d'acides amines selon l r une 
quelconque des revendications pr6cedentes, caracterisee en 
ce qu'elle se fixe sur un recepteur de la membrane 
cellulaire et traverse ladite membrane cellulaire grace k 
ce r6cepteur. 

5) Sequence d f acides amines selon l f une 
quelconque des revendications pr6c§dentes, caracteris§e en 
ce qu'elle est cod§e par la lign6e geirminale. 

6) Sequence d'acides amin§s selon l'une 
quelconque des revendications pr6c6dentes, caract6ris6e en 
ce qu'elle est issue d'une prot6ine synth6tisee par une 
cellule humaine. 

7) Sequence d'acides amines selon l'une 
quelconque des revendications prec6dentes, caract6ris6e en 
ce qu'elle est issue d'une des prot6ines capables de reagir 
avec les aminoglycanes du type h6parine ou les 
chondroltines sulfates . 
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8) Sequence d'acides amines selon l f une 
quelconque des revendications pr6c§dentes, caract6ris6e en 
ce qu'elle est issue de la lipoproteine B humaine. 

9) S6quence d'acides amines selon l'une 
5 quelconque des revendications pr6c6dentes, caract6risee en 

ce qu'elle comprend un nombre d'acides amines basiques au 
moins 6gal a 3 . 

10) Sequence d'acides aminfes selon 1'une 
quelconque des revendications pr6c6dentes, caract6ris6e en 

10 ce qu'elle est constitute par, ou comporte, au moins un 

groupe d'acides amines r6pondant & l'une des formules 
suivantes : a) (XBBBXXBX)n ; b) (XBBXBX)n ; c) 
(BBXmYBBXo) n ; d) (XBBXXBX)n ; ou e) (BXBB)n ; 

dans lesquelles : B est un acide amin£ basique, 

15 X est un acide aminfe non basique, Y repr6sente soit une 

liaison directe soit 1 h 20 acides amines, m est un nombre 
entier compris entre 0 et 5 f n est un nombre entier compris 
entre 1 et 10, et o est un nombre entier compris entre 0 et 
5- 

20 11) Sequence d'acides amines selon l'une 

quelconque des revendications pr6c6dentes, choisie dans le 
groupe comprenant les s6quences suivantes: SEQ ID NO : 1, 
soit (i) k l'6tat au moins de dim£re, soit (ii) & l'Stat de 
monom6re ou de polym^re coupl6 & une autre s6quence 

25 d'acides amines; SEQ ID NO : 2; SEQ ID NO : 3 

SEQ ID. NO : 5; SEQ ID NO : 7; . SEQ ID NO : 9 
SEQ ID NO : 10; SEQ ID . NO : 13; SEQ ID NO : 16 
SEQ ID NO : 19; SEQ ID NO : 20; SEQ ID NO : 21 
SEQ ID NO : 23; SEQ ID NO : 25 ; SEQ ID NO : 26 

30 SEQ ID NO : 30; SEQ ID NO : 33; SEQ ID NO : 34 

SEQ ID NO : 35; SEQ ID NO : 36; SEQ ID NO : 37 
SEQ ID NO : 38 et SEQ iD NO :39. 

12) Sequence d'acides amines selon la 
revendication 10, caracteriste en ce qu'elle comprend au 
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moins deux domaines, l'un de ces domaines comprenant une 
sequence d'acides amines de forraule : a) XBBBXXBX ; b) 
XBBXBX ; c) BBXmYBBXo ; d) XBBXXBX ; ou e) BXBB ; 

et l f autre de ces domaines comprenant une 
5 sequence d'acides amines de formule : a) XBBBXXBX ; b) 

XBBXBX ; c) BBXmYBBXo ; d) XBBXXBX ; e) BXBB ; et f) un 
fragment d'anticorps ; 

dans lesquelles : B est un acide amine basique, 
X est un acide amin6 non basique, Y repr6sente soit une 
10 liaison directe, soit 1 I 20 acides amines, m est un nombre 

entier compris entre 0 et 5, o est un nombre entier compris 
entre 0 et 5. 

13) Sequence d'acides amines selon 1'une des 
revendications 10 ou 12, caracteris6e en ce que X est un 

15 acide amin6 non-basique hydrophobe. 

14) Sequence d'acides amines selon 1'une 
quelconque des revendications pr6c6dentes comprenant moins 
de 100 acides amines. 

15) Sequence d'acides amines selon 1'une 
20 quelconque des revendications prec§dentes comprenant moins 

de 50 acides amines. 

16) Sequence d'acides amines selon 1'une 
quelconque des revendications pr6c6dentes comprenant moins 
de 25 acides amin6s. 

25 17) Association de la sequence d'acides amines 

selon 1'une quelconque des revendications 1 ci 16, avec une 
substance d'int6ret. 

18) Utilisation d'une sequence d'acides amines 
selon 1'une quelconque des revendications 1 a 15 pour la 

30 preparation d'une composition destin^e au transfert de 

substances d'int§r§t dans des cellules. 

19) Utilisation d'une sfequence d'acides amines 
selon la revendication 17 pour la preparation de vecteurs. 



WO 01/64738 PCI7FR01/OO613 

99 

20) Vecteur de transfert in vivo, 
intracytoplasmique et/ou intranucleaire, caract6ris6 en ce 
qu'il est constitu§ par, ou comprend, au moins une s6quence 
d'acides amines r6agissant avec les aminoglycanes. 
5 21) Vecteur de transfert intracytoplasmique 

et/ou intranucl6aire, caract6ris6 en ce qu'il est constitue 
par, ou comprend, au moins une sfequence d'acides amines 
r6agissant avec les aminoglycanes, qui est issue d'une 
prot^ine humaine. 

10 22) Vecteur selon l'une des revendications 20 

ou 21, caract6ris6 en ce que ladite sequence d'acides 
amin§s est selon l'une quelconque des revendications 1 k 
16. 

23) Vecteur selon l'une quelconque des 
15 revendications 20 a 22, caract6ris6 en ce que ladite 

sequence d'acides amines est coupl6e k au moins un fragment 
d'anticorps. 

24) Vecteur selon l'une quelconque des 
revendications 20 k 23, caract6ris6 en ce que ladite 

20 sequence d'acides amines est coupl6e k au moins un fragment 

d'anticorps polyr6actif. 

25) Vecteur selon l'une quelconque des 
revendications 20 k 24, caract6ris6 en ce que ladite 
sequence d'acides amines est coupl6e k tout ou partie d'une 

25 region hypervariable d'un anticorps. 

26) Vecteur selon l'une quelconque des 
revendications 20 k 25, caract§ris6 en ce que ladite 
sequence d'acides amines est coupl6e k un fragment de la 
chaine lourde d'un anticorps. 

30 27) Vecteur selon l'une quelconque des 

revendications 23 k 26, caract§ris§ en ce que ledit 
anticorps est un anticorps anti-ADN humain. 
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28) Vecteur selon l f une quelconque des 
revendications 23 k 27, caract6ris6 en ce que ledit 
anticorps est une IgM. 

29) Vecteur selon l'une quelconque des 
5 revendications 23 k 27, caract6ris6 en ce que ledit 

anticorps est une IgG. 

30) Vecteur selon l'une quelconque des 
revendications 20 k 29, caract6ris6 en ce que ladite 
sequence d'acides amines est coupl6e a tout ou partie d'au 

10 moins une r6gion CDR2 d'un anticorps. 

31) Vecteur selon l'une quelconque des 
revendications 20 k 29, caract6rise en ce que ladite 
sequence d'acides amines est coupl^e a tout ou partie d'au 
moins une region CDR3 d f un anticorps. 

15 32) Vecteur selon la revendication 31, 

caracteris6 en ce que la region CDR3 est s61ectionn6e dans 
le groupe consistant en RTT79, NE-1, et RT72. 

33) Vecteur selon l'une quelconque des 
revendications 20 k 32, caract6ris6 en ce que ladite 

20 sequence d'acides amin6s est coupl6e k au moins une 

substance d'int6r£t naturellement ou non naturellement 
incorporable aux cellules et/ou aux noyaux desdites 
cellules. 

34) Vecteur selon la revendication 33, 
25 caract6ris6 en ce que sa capacity de p6n6tration a 

l'int6rieur des cellules est sensiblement ind6pendante de 
la nature de ladite substance d'int6ret. 

35) Vecteur selon l'une des revendications 33 
ou 34, caract6ris6 en ce que ladite substance d'int6r§t est 

30 coupl6e au niveau de I'extr6mit6 N ou C-terminale de la 

sequence d'acides amines. 

36) Vecteur selon l'une quelconque des 
revendications 23 k 35, caract6rise en ce que le couplage 
est un couplage chimique. 
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37) Vecteur selon l'une des revendications 22 k 
36, caract6ris6 en ce que- le couplage est r6alis6 par 
l'interm6diaire de rfeactifs de pontage homo- ou 
h6t§rofonctionnels, du type 4- (N-mal6imidom6thyl) 

5 cyclohexane-l-carboxylate de succinimidyle (SMCC) . 

38) Vecteur selon l ? une des revendications 22 k 
35, caract§ris6 en ce que le couplage est r6alis6 par g6nie 
g6netique . 

39) Vecteur selon l'une quelconque des 
10 revendications 32 k 38, caract6rise en ce que ladite 

substance d'int6ret est choisi dans le groupe comprenant : 
un acide nucl6ique, une prot6ine, un medicament, un 
antig^ne, un anticorps. 

40) Vecteur selon l f une quelconque des 
15 revendications 33 k 39, caract6rise en ce qu'il permet 

d'augmenter 1' activity biologique de la substance d'int6r§t 
a laquelle il est couple. 

41) Vecteur selon l'une quelconque des 
revendications 33 k 40, caracteris§ en ce qu f il permet de 

20 diminuer la toxicity de la substance d'int6ret & laquelle 

il est coupl6. 

42) Vecteur selon l'une quelconque des 
revendications 33 k 41, caract6ris6 en ce qu'il permet la 
transfection in vitro de cellules. 

25 43) Vecteur selon l'une quelconque des 

revendications 20 k 42, caract6ris6 en ce qu'il est coupl§ 
k au moins une substance d'int6r§t par 1' interm^diaire d'au 
moins une molecule d'ancrage pr6sentant une forte affinity 
naturelle vis-i-vis de ladite substance d'int6r§t. 

30 44) Vecteur selon la revendication 43, 

caract§ris6 en ce que la mol&cule d'ancrage est choisie 
entre la protfeine A, la proteine G, le fragment F(ab')2 
anti-IgG, I'IgG anti-peroxydase, la F(ab')2 anti-RNase, la 
concanavaline A, la streptavidine et l'avidine. 



WO 01/64738 PCT/FR01/00613 

102 

45) Vecteur selon la revendication 43 ou 44, 
caract6rise en ce que ladite molecule d'ancrage pr§sente 
une affinity pour un grand nombre de substances d f int6ret. 

46) Cellule eucaryote, caract6ris6e en ce 
qu'elle comprend une sequence d'acides amines selon l'une 
quelconque des revendications 1 3 16. 

47) Cellule eucaryote, caract6ris6e en ce 
qu'elle comprend un vecteur selon l'une quelconque des 
revendications 20 & 45. 

48) Cellule eucaryote transfect^e au moyen d'un 
vecteur selon l'une des revendications 20 A 45. 

49) Proc6d6 de transfert in vitro d'une 
substance d'interet 4 l'interieur d'une cellule, 
caract6rise en ce qu f il comprend les 6tapes suivantes : 

a) le couplage de ladite substance d'int6ret & 
une sequence d'acides amines selon l'une des revendications 
1 a 16, ou a un vecteur selon l'une des revendications 20 a 
45, et 

b) 1 1 incubation de la cellule avec ledit 
produit de couplage £ une temperature de culture permettant 
le m6tabolisme actif de ladite cellule. 

50) Proc6d6 selon la revendication 49, 
caract6ris6 en ce que 1* incubation de l'6tape b) s'effectue 
& une temperature comprise entre 25°C et 39 °C. 

51) Proc6d6 selon l'une des revendications 49 
ou 50, caract6ris6 en ce que 1* incubation de l'6tape b) 
s'effectue A 37° c. 

52) Composition biologique, pharmaceutique, 
cosm6tique, agroalimentaire, de diagnostic ou de tra<?age, 
caracteris^e en ce qu'elle comprend comme principe actif, 
soit un vecteur selon l'une des revendications 20 k 45, 
soit des cellules seloh l'une des revendications 46 & 48. 

53) Utilisation d'une composition selon la 
revendication 52, pour la formulation et la preparation de 
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produits biologiques, pharmaceutiques, cosmfetiques et agro- 
alimentaires, de diagnostic ou de tragage. 

54) Agent de diagnostic caract6ris6 en ce qu'il 
comprend au moins un vecteur selon l'une des revendications 

5 19 a 45, et/ou une cellule selon les revendications 46 & 

48. 

55) Kit de diagnostic caract6ris6 en ce qu'il 
comprend, dans un ou plusieurs recipients, une quantity 
pr6d§termin§e d'une composition selon la revendication 54. 

10 56) Vecteur de transfert in vivo, 

intracytoplasmique selon la revendication 20, caract6ris6 
en ce qu'il est constitu6 par, ou comprend, au moins une 
sequence d'acides amines comprenant entre 10 et 21 acides 
amines, dans laquelle au moins 20% de 1' ensemble de residus 

15 d'acides amines sont des rfesidus lysine et au moins 50% de 

1' ensemble de residus d'acides amines sont des residus 
d'acides amines basiques. 

57) Vecteur selon la revendication 56 
caracterisfe en ce qu'il est constitufe par, ou comprend, au 

20 moins une sequence d'acides amin6s choisie parmi les 

sequences (HB1) 3 , HBP 6, (HBP3) 2 , HBP7, HBP11, HBP 13 et 
HBP 2 . 

58) Vecteur de transfert in vivo, 
intranucl6aire selon la revendication 20, caract6ris6 en ce 

25 qu'il est constitu6 par, ou comprend, au moins une sequence 

d'acides amines comprenant au moins 14 acides amines, dans 
laquelle au moins 35% de 1' ensemble des rfesidus sont des 
residus d'acides amines basiques et ne contenant pas de 
rfesidus lysine. 

30 59) Vecteur selon la revendication 58 

caract§ris6 en ce qu'il est constitufe par, ou comprend, au 
moins une sequence d'acides amines choisie parmi les 
sequences HBP10 et HBP15 . 
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60) Vecteur selon l'une quelconque des 
revendications 56 4 59 caract6ris6 en ce qu' il est conjugu§ 
a une substance biologiquement active. 
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1 : Ribonudease A (RNase A) 

2 : Couplage au peptide 10 (Cyst-PLH-CDR3 humain) 

3 : Couplage an peptide 10 (PLH-CDR3-Cyst humain) 

Fig. 6 
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1 et 2 : Couplage au peptide 16 (P3CDR3 souris) 
3 : Couplage au peptide 5 (PLH-CDR3 souris) 
4 : Couplage au peptide 10 (PLH-CDR3 humain) 
5 : Ribonudease A (RNase A) 
6 : peptide 16 (P3CDR3 souris) 

Fig. 7 
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Fig.l3A 
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Fig. 15 D 
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Fig. 16 F 
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SEQUENCE LISTING 

<110> DIATOS S.A. 

<120> SEQUENCES D'ACIDES AMINES FACILITANT LA PENETRATION D'UNE 
SUBSTANCE D 1 INTERfiT A L 1 INTlSREIUR DES CELLULES ET/OU DES NOYAUX C 



ELLULAIRES. 


<130> 


12052-PCT-DIATOS 


<140> 
<141> 


PCT/FR0O/02621 
2001-03-01 


<150> 
<151> 


FROO/02621 
2000-03-01 


<160> 


48 


<170> 


Patentln version 


<210> 
<211> 
<212> 
<213> 


1 
7 

PRT 

Homo sapiens 


<4O0> 


1 


Val Lys Arg Gly Leu LyB 



1 5 

<210> 2 

<211> 14 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<4O0> 2 

Val Lys Arg Gly Leu Lys Leu Val Lys Arg Gly Leu Lys Leu 
15 10 

<210> 3 

<211> 21 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 

Val Lys Arg Gly Leu Lys Leu Val Lys Arg Gly Leu Lys Leu Val Lys 
15 10 15 



1 
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Arg Gly Leu Lys Leu 
20 

<210> 4 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> Mus musculus x Rattus norvegicus 
<400> 4 

Arg Gin Lys Tyr Asn Lys Arg Ala Met Asp Tyr 
15 10 

<210> 5 
<211> 18 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens-Mus musculus-Rattus Norvegicus 
<400> 5 

Val Lys Arg Gly Leu Lys Leu Arg Gin Lys Tyr Asn Lys Arg Ala Met 
15 10 15 

Asp Tyr 



<210> 6 

<211> 20 

<212> PRT 

<213> Mus musculus x Rattus norvegicus 

<400> 6 

Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr Val Lys Gly Arg Phe Thr Arg Gin Lys Tyr 
1 5 10 ' 15 

Asn Lys Arg Ala 
20 

<210> 7 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens-Mus musculus-Rattus Norvegicus 
<400> 7 

Val Lys Arg Gly Leu Lys Leu Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr Val Lys Gly 
1 5 io is 



2 
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Arg Phe Thr Arg Gin Lye Tyr Asn Lys Arg Ala 
20 25 

<210> 8 

<211> 17 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 8 

Val Arg Arg Ser Gly Arg Val Val Val Pro Ala Ala Pro Arg Asn Arg 
15 10 15 

Asp 



<210> 9 

<211> 24 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 9 

Val Lys Arg Gly Leu Lys Leu Val Arg Arg Ser Gly Arg Val Val Val 
15 10 15 

Pro Ala Ala Pro Arg Asn Arg Asp 
20 

<210> 10 

<211> 19 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 10 

Val Lys Arg Gly Leu Lys Leu Arg His Val Arg Pro Arg Val Thr Arg 
1 . 5 10 15 

Met Asp Val 



<210> 11 

<211> 19 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 11 



3 
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Val Lys Arg Gly Leu Lya Leu Gly Tyr Tyr Asp Phe Trp Ser Gly Pro 
15 10 15 

Gly Lye Asn 



<210> 12 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Mus musculus x Rat tug norvegicus 
<400> 12 

Asn Val Lys Lys Pro Lys Leu Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr Val Lys Gly 
15 10 15 

Arg Phe Thr Arg Gin Lys Tyr Asn Lys Arg Ala 
20 25 

<210> 13 

<211> 31 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 13 

Val Lys Arg Gly Leu Lys Leu Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser 
15 10 15 

Leu Lys Ser Arg His Val Arg Pro Arg Val Thr Arg Met Asp Val 
20 25 30 

<210> 14 
<211> 28 
<212> PRT 

<213> Mus musculus x Rattus norvegicus 
<400> 14 

Arg Gin Lys Tyr Asn Lys Arg Ala Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr Val Lys 
1 5 10 15 

Gly Arg Phe Thr Arg Gin Lys Tyr Asn Lys Arg Ala 
20 25 

<210> 15 
<211> 24 
<212> PRT 



4 
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<213> Homo sapiens 
<400> 15 

Arg His Val Arg Pro Arg Val Thr Arg Met Asp Val Arg His Val Arg 
15 10 15 

Pro Arg Val Thr Arg Met Asp Val 
20 

<210> 16 

<211> 31 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 16 

Arg His Val Arg Pro Arg Val Thr Arg Met Asp Val Val Lys Arg Gly 
1 5 10 15 

Leu Lys Leu Arg His Val Arg Pro Arg Val Thr Arg Met Asp Val 
20 25 30 



<210> 


17 


<211> 


8 


<212> 


PRT 


<213> 


Homo 


<400> 


17 


Leu Arg Lys 


1 




<210> 


18 


<211> 


4 


<212> 


PRT 


<213> 


Homo 


<400> 


18 


Lys Ser Arg 


1 




<210> 


19 


<211> 


8 


<212> 


PRT 


<213> 


Homo 


<400> 


19 



5 
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Lys Ser Arg Lys Lys Ser Arg Lys 



1 




<210> 


20 


<211> 


12 


<212> 


PRT 


<213> 


Homo 


<400> 


20 



sapiens 



Arg Lys Gly Phe Tyr Lys Arg Lys Gin Cys Lys Pro 
1 5 10 



<210> 


21 


<211> 


17 


<212> 


PRT 


<213> 


Homo 


<400> 


21 



sapiens 



Gly Arg Pro Arg Glu Ser Gly Lys Lys Arg Lys Arg Lys Arg Leu Lys 
15 10 15 

Pro 



<210> 22 

<211> 32 

<212> PRT 

<213> Mus musculus x Rattus norvegicus 

<400> 22 

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Thr Tyr Tyr Ser 
1 5 10 . 15 

Asp Thr Val Lys Gly Arg Phe Thr Arg Gin Lys Tyr Asn Lys Arg Ala 
20 25 30 

<210> 23 
<211> 30 
<212> PRT 

<213> Mus musculus x Rattus norvegicus 
<400> 23 

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Val Lys Arg Gly 
15 10 15 



6 
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Leu Lys Leu Arg Gin Lys Tyr Asn Lys Arg Ala Met Asp Tyr 
20 25 30 

<210> 24 
<211> 14 
<212> PRT 

<213> Peptide synthStique 
<400> 24 

Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys 
15 10 

<210> 25 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 25 

Arg Lys Gly Lys Phe Tyr Lys Arg Lys Gin Cys Lys Pro Ser Arg Gly 
15 10 15 

Arg Lys 



<210> 26 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 26 

Ser Glu Arg Lys Lys Arg Arg Arg Glu Ser Arg Lys Lys Arg Arg Arg 
1 5 10-15 

Glu Ser 



<210> 


27 




<211> 


18 




<212> 


PRT 




<213> 


Homo 


sapiens 


<220> 






<221> 


misc 


feature 


<222> 


().." 


() 


<223> 


Tous 


les acides 



7 
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<400> 27 

Ser Glu Arg Lys Lys Arg Arg Arg Glu Ser Arg Lys Lys Arg Arg Arg 
15 10 15 

Glu Ser 



<210> 28 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 28 

Arg Lys Lys Arg Arg Arg Gly Asp Arg Lys Lys Arg Arg Arg Gly Asp 
15 10 15 

<210> 29 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 29 

Val Lys Arg Gly Leu Lys Leu Leu Arg Lys Arg Leu Leu Arg Asp 
15 10 15 

<210> 30 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 30 

Gly Lys Arg Lys Lys Lys Gly Lys Leu Gly Lys Lys Arg Asp Pro 
15 10 15 

<210> 31 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> misc_f eature 

<222> ()..() 

<223> Les acides amines sont en position recto verso 



8 
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<400> 31 

Pro Asp Arg Lys Lys Gly Leu Lys Gly Lys Lys Lys Arg Lys Lys Gly 
15 10 15 



<210> 


32 




<211> 


14 




<212> 


PRT 




<213> 


Homo 


sapiens 


<220> 






<221> 


misc 


f eature 


<222> 


().." 


0 


<223> 


Tous 


les acides 



<400> 32 

Gly Lys Arg Lys Lys Lys Gly Lys Leu Gly Lys Lys Arg Asp 
15 10 



<210> 


33 


<211> 


13 


<212> 


PRT 


<213> 


Homo sapiens 


<400> 


33 


Gly Leu Lys Lys Asn 


1 


5 


<210> 


34 


<211> 


15 


<212> 


PRT 


<213> 


Homo sapiens 


<400> 


34 ; 


Tyr Arg Ser Arg Lys 


1 


5 


<210> 


35 


<211> 


14 


<212> 


PRT 


<213> 


Homo sapiens 


<400> 


35 



10 



10 15 



9 
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Ser Arg Arg 
1 



Ala Arg Arg Ser Pro Arg His Leu Gly Ser Gly 
5 10 



<210> 36 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 36 

Ala Lys Thr Gly Lys Arg Lys Arg Ser Gly 
15 10 

<210> 37 

<211> 13 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 37 

Gin Gly Lys Ser Lys Arg Glu Lys Lys Asp Arg Val Phe 
15 10 

<210> 38 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 38 

Lys His Leu Lys Lys His Leu Lys Lys His Leu Lys 
15 10 

<210> 39 

<211> 17 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 39 

Leu Arg Arg Glu Arg Gin Ser Arg Leu Arg Arg Glu Arg Ser Gin Ser 
1 5 10 15 

Arg 



<210> 40 
<211> 32 



10 
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<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 40 

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Val Lys Arg 
15 10 15 

Gly Leu Lys Leu Arg His Val Arg Pro Arg Val Thr Arg Met Asp Val 
20 25 30 

<210> 41 

<211> 31 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 41 

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Ser Glu Arg 
15 10 15 

Lys Lys Arg Arg Arg Glu Ser Arg Lys Lys Arg Arg Arg Glu Ser 
20 25 30 

<210> 42 

<211> 27 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 42 

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Ser Arg Arg 
15 10 15 

Ala Arg Arg Ser Pro Arg His Leu Gly Ser Gly 
20 25 

<210> 43 
<211> 21 
<212> PRT 

<213> peptide synth§tique 
<400> 43 

Val Lys Arg Gly Leu Lys Leu Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu 
15 10 15 

Ala Lys Leu Ala Lys 
20 



11 



WO 01/64738 



PCT/FR01700613 



<210> 44 
<211> 29 
<212> PRT 

<213> Peptide synth§tique 
<400> 44 

Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Gly Lys 
15 10 15 

Arg Lys Lys Lys Gly Lys Leu Gly Lys Lys Arg Asp Pro 
20 25 

<210> 45 
<211> 26 
<212> PRT 

<213> Peptide synth^tique 
<400> 45 

Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys His 
15 10 15 

Leu Lys Lys His Leu Lys Lys His Leu Lys 
20 25 

46 
18 
PRT 

Homo sapiens 



misc_f eature 
()..() 

R§sidu de glycine-phtaloyl en position N-terminal (X) . 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 

<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



<400> 46 

Xaa Gly Arg Lys Lys Arg Arg Arg Glu Ser Arg Lys Lys Arg Arg Arg 
15 10 15 

Glu Ser 



<210> 47 
<211> 18 
<212> PRT 



12 
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<213> Homo sapiens 
<220> 

<22l> misc_feature 

<222> ()..() 

<223> PrSsente un motif salicylyl (nommi X) en position N-termin 
al. 



<400> 47 



Xaa Gly Arg Pro Arg Glu Ser Gly Lys Lys Arg Lys Arg Lys Arg Leu 
1 5 10 15 

Lys Pro 



<210> 48 

<211> 19 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

< 2 2 1 > mi sc_f ea tur e 

<222> ()..{) 

<223> Presente un motif salicylyl 
al. 



(nomme X) en position C-termin 



<400> 48 



Gly Arg Pro Arg Glu Ser Gly Lys Lys Arg Lys Arg Lys Arg Leu Lys 
15 10 15 

Xaa Pro Gly 



13 



